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《第１章 序論》 
 
 物質の化学工業的合成法の確立がその開発を優位に進めることは自明であるが，殊にペ
プチド創薬においてその意義は大きい．それは以下のような理由による．すなわち、1) 特
に医薬に対しては安全性への厳しい規制のもとで多くの試験が要求され，前臨床および臨
床試験，製剤化に至るまで高品質かつ必要量（大量）の薬剤候補物質を安定的に供給する
ことが必須である一方で，2) 現在のペプチド創薬の工業的合成法としてはリュープロライ
ド，ソマトスタチンなど化学合成手法によって生産されているいくつかの例と抗生物質生
産菌を用いる方法を除き，多くは遺伝子組み換え技術と細胞培養技術を基盤とした生物学
的手法によって生産されているためである．この方法は目的物質が発現するよう設計され
た遺伝子発現構成体を大腸菌や動物細胞等の細胞基材に導入してクローン化し，細胞基材
が備えている生産・分泌システムや自己増殖性を利用しながら細胞培養槽で大規模製造を
行うことができる．これまでグルカゴンのような比較的分子量の大きい直鎖ペプチドやイ
ンスリンのような複雑な高次構造，エリスロポエチンのような糖鎖を含有するペプチドの
製造で成功している．しかしながら，生物学的生産法を薬剤開発に組み込むことにはいく
つかの大きなリスクがある．一つのリスクとしては品質の不均一性が挙げられる．動物細
胞では遺伝子発現構成体が染色体にランダムに組み込まれるため，クローンごとに増殖性，
目的物質の翻訳後修飾や発現量，遺伝子の安定性などの違いが大きい［1］．市販のエリス
ロポエチン製剤で，製剤ごとで主成分の糖鎖構造に違いがあることが報告されている［2］．
他のリスクとしては，細胞基材等に由来する製造工程由来不純物や外来性感染物質の混入
が挙げられる．前者では，大腸菌の細胞壁成分である lipopolysaccharide（LPS）を抽出し
て生理活性試験を行った時にその大部分のフラクションに生理活性に影響を与えるペプチ
ドグリカンが混入していた事例が挙げられる［3］．後者では，市販ヒトワクチンへの豚サ
ーコウイルスの混入［4］やインフルエンザワクチン生産細胞へのウイルスの混入により製
造が頓挫した事例が挙げられる［5］．対して化学的手法では単一の目的化合物を得るよう
に合成法が設計され，製造工程に由来する不純物のほとんどが分析可能であり，品質管理
が行いやすい．従って，薬剤開発の研究段階と供給段階のいずれにおいても，化学的手法
によって合成するのが好ましいといえる． 
 しかしながら前述のように，化学合成手法はいつくかの例を除きペプチド創薬開発にお
いて実用的に利用可能な段階に到達していない．ペプチド伸長・脱保護毎の精製操作の煩
雑さが固相合成の自動化により解消された今も低分子医薬品と同程度の規模の製造をする
ことができない．そもそもこれまで化学産業界が低分子医薬品を提供する上で大きな成功
を収めてきたのは，反応・抽出・濃縮・結晶化等の一連の製造工程を通して，多部分の基
質の物理化学的特性がパイロットプラントの設備に高い適合性を有していたためであると
考えられる．一方でペプチドは，以下のような理由から適合性が低い．例えば，1) 量的合
成に不向きである溶媒を反応溶媒に指定する，2) native chemical ligation法等で連結され
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る無保護フラグメントはほとんどが液体あるいは凍結乾燥固体として扱われることから保
存上の安定性が低く品質管理が難しい，3) 樹脂から切り出されたフラグメントや高次構造
形成のための前駆体が反応溶媒に難溶性を示し均一な反応溶液として扱えないことが頻繁
に起きるなどの理由が挙げられる． 
一方，後述する疎水性タグを支持体として機能させるペプチド合成法は，
tetrahydrofuran (THF)，dichloromethane (DCM)，acetonitrileなど留去に適した溶媒を
用いる点，合成中間体は多くの場合高純度の晶析固体であるため取扱いや保存安定性に優
れるという点で工業的合成技術との親和性がより高い．これまでにこの方法は，様々なペ
プチドへの適用性を示してきた．今後は，疎水性タグを用いた液相ペプチド合成法の相対
的な強みを見出し，大規模生産に必要な合成技術を実装することにより，薬剤開発を優位
に進める上での強力な手法へと変革することができると考えられる．これまで工業的製造
法の確立に成功した事例の多くは，特定の医薬候補物質の安全性試験と臨床試験を繰り返
すサイクルの中で増加する供給量を満たすように合成法を検討・改良し徐々に堅牢性を高
めるプロセスを踏むことから，疎水性タグ法においても同様のプロセスを適用することが
望ましい． 
そこで本研究では，抗マラリア活性を有するhead-to-tail型環状ペプチドmahafacyclin B
の開発のチェーンの中で段階的に合成法を確立することを目的とした． 
第２章では，疎水性タグを用いた液相ペプチド合成法でmahafacyclin Bを合成するための
方法の開発およびスケールアップの検討について述べる．第３章では，合成品として得ら
れたmahafacyclin Bを用いてその哺乳類細胞に対する生理的影響を解明することを目的と
して行った哺乳類細胞の細胞試験について述べる．第４章では，第２章から浮上した合成
上の問題を解決することを目的とした合成法の検討について述べる．第５章では，第２章
から第４章の結果を踏まえ，mahafacyclin Bに対する疎水性タグを用いたペプチド合成法
確立の意義を総合的に論じる． 
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《第２章 疎水性タグを用いたmahafacyclin B合成法の開発》 
 
２．１ 緒言 
 環状ペプチドとは，ペプチド鎖の主鎖‐主鎖，または主鎖‐側鎖，側鎖‐側鎖の間で官
能基が化学結合によって結合することにより形成される環状の分子を指す．結合の種類は
ペプチド結合をはじめ，ジスルフィド結合，エステル結合，エーテル結合など多岐にわた
る． 
直鎖ペプチドと比較してその生体内での安定性や分解酵素に対する耐性，標的物質の生理
活性部位に対する親和性の高さなど，独特な機能を有するものが多い．天然資源からの単
離によって得た生理活性物質としての利用の他，Leu-エンケファリンのような直鎖ペプチ
ドホルモンの薬理効果を高める構造最適化の一部として，また，最近では抗体といった複
雑な構造の機能性分子を模倣した分子の構成要素［6］として，環状ペプチドの利用範囲は
広がっている． 
抗生物質生産菌を用いる方法によって，シクロスポリン A やバリノマイシンなどいくつ
かの環状ペプチドが工業的規模で製造されている．またオクトレオチドやソマトスタチン
といった一部のジスルフィド結合型環状ペプチドは化学合成手法によって製造されている． 
 環状ペプチドの化学合成では，1) 配列の伸長，2) 環化反応による環状体形成と２つのス
テップの合成戦略がとられる．これまでに，疎水性タグを用いた液相ペプチド合成法でソ
マトスタチンの合成に成功している［7］．本研究では，head-to-tail型（主鎖間）環状ペプ
チドであるmahafacyclin Bを合成対象として選択し，疎水性タグを用いた液相ペプチド合
成法を適用するための合成手法の開発を行うこととした． 
Mahafacyclin B は熱帯植物であるトウダイグサ（Euphorbiaceae）科 Jatropha 属
mahafalensis 種の植物の乳液から単離された微量成分の環状ペプチド cyclo 
(-7Phe-6Phe-5Gly-4Thr-3Phe-2Phe-1Gly-) である．Jatropha属からは，例えば J. curcasか
らはヒト T細胞に対する増殖阻害活性のある curcacycline Bが，J. pohlianaからは抗マラ
リア活性のある pohlianins など，疎水性アミノ酸を多く含む 7 から 10 残基程度の生理活
性環状ペプチドが発見されていた［8］．そして，その構造的特色がシクロスポリン A と近
似していたこと，シクロスポリン A が抗マラリア活性を有することが報告されていた［9］
という背景から，マラリア原虫 Plasmodium falciparumを用いた評価系で Jatropha属の
植物から単離された環状ペプチドに対して抗マラリア活性試験が行われるようになった．
その活動の中で J. mahafalensisから単離されたmahafacyclin Bに対しても同評価系での
試験が行われ，中程度の抗マラリア活性（IC50=2.2 µM）を有していることが 2001年に報
告された［10］．その後，この環状ペプチドに対する生物試験は行われていない．一方で，
その構造的な興味から，合成分野において合成手法の効率を評価する目的でモデル化合物
として選択され，合成されてきた．シュードプロリンを用いて環化を促進させる合成法［11］
や，メタセシス反応によって形成される架橋構造で環化前駆体の構造を固定し環化する合
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成法［12］，疎水性活性エステルを介する Boc法による液相大量合成法［13］，スレオニン
を介するサリチルアルデヒド（SAL）キャプチャーライゲーションを利用した合成法［14］
が報告されている． 
従来の疎水性タグを用いた液相ペプチド合成法においては，疎水性タグアルコールをア
ミノ酸のα -カルボキシル基に連結しペプチドを伸長する合成戦略をとるため，
mahafacyclin Bのような head-to-tail型の環状ペプチドを合成するためには，疎水性タグ
を配列内部に配置する必要がある．そこで，図 1 に示すように逆合成解析を行い，疎水性
タグである 2,4-didocosyloxy benzyl（Ddb）基を 2Pheと 1Gly間のペプチド結合に導入し
た配列を合成し環化を行うこととした．なお本論文におけるペプチド合成法は Fmoc 法を
採用した． 
 
図 1‐ 1. 疎水性タグを用いた液相ペプチド合成法による
mahafacyclin Bの逆合成解析 
 
 
  
TAG=didocosyloxy benzyl 
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２．２ Mahafacyclin Bの全合成 
２．２．１ H-N-Ddb-Gly-OMeの調製 
 
  
 
 
 
化合物 2,4-didocosyloxy benzaldehyde（Ddb-CHO）756.5 mg (1.0 mmol)をトルエン(10 
mL)に加熱して溶解させ，H-Gly-OMe･HCl 376.0 mg (3.0 mmol) ，DMF (10 mL)，予め
乳鉢で粉砕した後真空乾燥機にて120℃下で乾燥させておいたMolecular Sieves 4A 1/16，
酢酸 180 µL，NaBH(OAc)3 1271.2 mg (6.0 mmol) を加え 90℃で撹拌した．反応終了後，
反応液をひだ付き濾紙で濾過しMolecular Sievesを除去した．濾液に CH3CNを加え沈殿
させ，減圧濃縮を行った．得られたスラリー状の生成物を CHCl3 に加熱して溶解させて
60 mLの溶液とし，飽和NaHCO3水溶液／飽和NaCl水溶液 90 mLで液々抽出を 3回行
った．有機層に硫化マグネシウムを加えてひだ付き濾紙で濾過後，濾液を減圧濃縮し
CH3CNを加えて吸引濾過した．目的の化合物 H-N-Ddb-Gly-OMeを白色の乾燥固体とし
て反応収率 85％（5-hexen-2-oneを内部標準とし粗生成物の 1H NMR のピーク面積値か
ら定量）で得た．得られた乾燥固体をカラムクロマトグラフィーで分離した
（Hex:AcOEt=4.5:1；収量 456.0 mg，単離収率 55%）．  
 
1H NMR (400 MHz, CDCl3)  
δ7.08 (1H, d, J = 3.6 Hz), 6.43-6.38 (2H, m), 3.95-3.90 (4H, m), 3.74 (2H, s), 3.68 (3H, s), 
3.38 (2H, s), 2.01-1.90 (2H, m), 1.82-1.72 (4H, m),1.45-1.11 (75H, m), 0.88 (6H, t, J = 6.0 
Hz), 
13C NMR (400 MHz, CDCl3)  
δ172.79, 159.72, 158.18, 130.47, 119.82, 104.25, 99.71, 68.06, 67.92, 51.64, 49.84, 48.33, 
31.92, 21.68, 29.65, 29.60, 29.41, 29.39, 29.35, 29.29, 29.22, 26.14, 26.05, 22.68, 14.11 
HRMS calc. for C54H101NO4 827.7731 (M+H 828.7808) found 828.7816. 
 
２．２．２ Fmoc-Phe-Phe-OHとH-N-Ddb-Gly-OMeの縮合 
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化合物H-N-Ddb-Gly-OMe 412.5 mg (0.5 mmol)を 10 vol% DMF／90 vol% THF (20 mL)
に加熱して溶解させ，Fmoc-Phe-Phe-OH 321.1 mg (0.6 mmol)，HATU 228.0 mg (0.6 
mmol)， HOAt 81.5 mg (0.6 mmol)，DIPEA 209.0 μL (1.2 mmol)を加えて室温で攪拌し，
反応終了後 CH3CN を加えて沈殿させ，減圧濃縮，吸引濾過を行った．結果目的の化合物
Fmoc-Phe-Phe-N-(Ddb)-Gly-OMeを乾燥固体として収率 98%で得た(677.3 mg)． 
 
HRMS calc. for C87H129N3O8 1343.9780 (M+Na 1366.9677) found 1366.9696. 
 
２．２．３Fmoc-Phe-Phe-Gly-Thr(tBu)-Phe-Phe-N-(Ddb)-Gly-OMeの合成 
 
 
 
 
化合物Fmoc-Phe-Phe-N-(Ddb)-Gly-OMe 677.3 mg (0.50 mmol)をTHF ( 20 mL) に加熱し
て溶解させ，1 vol% piperidine，1 vol% DBUを加え室温で攪拌し，反応終了後 12 N HCl
で中和し CH3CNを加えて沈殿させ，減圧濃縮，吸引濾過を行った．乾燥固体を 10 vol% 
DMF／90 vol% THF (20 mL)に加熱して溶解させ，Fmocアミノ酸 (1.2 mol eq.)，HATU 
(1.2 mol eq.)，HOAt (1.2 mol eq.) および DIEPA (2.4 mol eq.) を加えて室温で攪拌し，反
応終了後 CH3CNを加えて沈殿させ，減圧濃縮，吸引濾過を行った．Fmoc基の脱保護反応
と Fmocアミノ酸の縮合を繰り返し，目的の化合物
Fmoc-Phe-Phe-Gly-Thr(tBu)-Phe-Phe-N-(Ddb)-Gly-OMeを白色の乾燥固体として回収率
86%（over 8 steps）で得た． 
 
H2N-Phe-Phe-N-(Ddb)-Gly-OMe 
HRMS calc. for C72H119N3O6 1121.9100 (M+Na 1144.8996) found 1144.8980. 
 
Fmoc-Thr(tBu)-Phe-Phe-N-(Ddb)-Gly-OMe 
HRMS calc. for C95H144N4O10 1501.0882 (M+Na 1524.0780) found 1524.0787. 
 
H2N-Thr(tBu)-Phe-Phe-N-(Ddb)-Gly-OMe 
HRMS calc. for C80H134N4O8 1279.0201 (M+Na 1302.0099) found 1302.0079. 
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Fmoc-Gly-Thr(tBu)-Phe-Phe-N-(Ddb)-OMe 
HRMS calc. for C97H147N5O11 1558.1097 (M+Na 1581.0994) found 1581.1017. 
 
H2N-Gly-Thr(tBu)-Phe-Phe-N-(Ddb)-OMe 
HRMS calc. for C82H137N5O9 1336.0416 (M+Na 1359.0314) found 1359.0322. 
 
Fmoc-Phe-Gly-Thr(tBu)-Phe-Phe N-(Ddb)-OMe 
HRMS calc. for C106H156N6O12 1705.1781 (M+Na 1728.1678) found 1728.1691. 
 
H2N-Phe-Gly-Thr(tBu)-Phe-Phe-N-(Ddb)-Gly-OMe 
HRMS calc. for C91H146N6O10 1483.1100 (M+Na 1506.0998) found 1506.0969. 
 
Fmoc-Phe-Phe-Gly-Thr(tBu)-Phe-Phe-N-(Ddb)-Gly-OMe 
HRMS calc. for C115H165N7O13 1852.2465 (M+Na 1875.2363) found 1875.2355. 
Analytical HPLC retention time; 37.70 min (65% - 100% TFA: THF: CH3CN = 0.1: 80: 20 
(v/v) in 40 min) 
 
２．２．４ 加水分解反応 
 
 
 
化合物 Fmoc-Phe-Phe-Gly-Thr(tBu)-Phe-Phe-N-(Ddb)-Gly-OMe 487.1 mg(0.26 mmol)を
THF (14.8 mL)に加熱して溶解させ，1 M LiOH水溶液(11.2 mL)を加え室温で攪拌し，反
応終了後 12 N HClで中和し CH3CNを加えて沈殿させ，減圧濃縮，CH3CN : H2O=1 : 1混
合溶媒（H2Oは超純水とする）および CH3CNで懸濁洗浄および吸引濾過を行った．結果，
目的の化合物 H2N-Phe-Phe-Gly-Thr(tBu)-Phe-Phe-N-(Ddb)-Gly-OH が白色固体として回
収率 93%で得られた(392.8 mg)． 
 
H2N-Phe-Phe-Gly-Thr(tBu)-Phe-Phe-N-(Ddb)-Gly-OH 
HRMS calc. for C99H153N7O11 1616.1628 (M+Na 1639.1525) found 1639.1518. Analytical 
HPLC retention time; 22.23 min (65% - 100% TFA: THF: CH3CN = 0.1: 80: 20 (v/v) in 35 
min) 
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２．２．５ 環化反応 
 
 
化合物H2N-Phe-Phe-Gly-Thr(tBu)-Phe-Phe-N-(Ddb)-Gly-OH 322.8 mg (0.2 mmol)を 10 
vol% DMF／90 vol% 脱水 THF混合溶媒 (10 mL；20 mM) に加熱して溶解させ，HATU 
91.0 mg (0.24 mmol) ，HOAt 33.1 mg ( 0.24 mmol) ，DIPEA 83.6 μL (0.48 mmol) を加
え 40℃の油浴で 1時間攪拌し，反応終了後 CH3CNを加えて沈殿させ，減圧濃縮，吸引濾
過を行った．結果目的の化合物 cyclo (-Phe-Phe-Gly-Thr-Phe-Phe-N-(Ddb)-Gly-)を白色固
体として回収率 94% (300.2 mg)として得た． 
 
HRMS calc. for C99H151N7O10 1598.1522 (M+Na 1621.1420) found 1621.1429. 
 
２．２．６ 全脱保護 
  
化合物 cyclo (-Phe-Phe-Gly-Thr-Phe-Phe-N-(Ddb)-Gly-) 67.3 mg (0.04 mmol) に TFA 
cocktail（95 vol% TFA／2.5 vol% TIS／2.5 vol% H2O混合溶媒；10 mL）を加え超音波処
理で懸濁させ，室温で 6時間攪拌し，反応終了後 Celite™ 454で濾過，減圧濃縮濾液に DIPE
を加えデカンテーションにより沈殿物を回収した．得られた沈殿物を CHCl3／MeOH混合
溶媒に溶解させ，減圧濃縮し真空中で乾燥させた．結果目的化合物 cyclo 
(-Phe-Phe-Gly-Thr-Phe-Phe-Gly-)を淡黄色の固体として回収率 76% (24.4 mg)で得た．粗
生成物を LC-MS の分析に供し，目的化合物の UV 強度のピーク面積値から環化率 74%を
算出した（図 1-2）．また分取用 HPLCで目的化合物を分取し，NMR測定に供した（精製
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後の目的化合物のUV純度>99%；図 S1）． 
Mahafacyclin B （cyclo (-Phe-Phe-Gly-Thr-Phe-Phe-Gly-)） 
1H NMR (600 MHz, (CD3)2SO)  
δ8.65-8.62 (1H, m), 8.24 (2H, brd, J = 3.6 Hz), 8.01-7.93 (1H, m), 7.78 (1H, brd, J = 4.2 
Hz), 7.52 (1H, brd, J = 4.2 Hz), 7.36-7.30 (1H, m), 7.26-7.03 (21H, m), 5.06 (1H, brd, J = 
4.2 Hz), 4.41-4.31 (3H, m), 4.22-4.16 (2H, m), 4.04-3.98 (1H, m), 3.81-3.74 (2H, m), 
3.48-3.41 (1H, m), 3.10-2.53 (8H, m), 0.86 (3H, brd, J = 3.6 Hz)  
13C NMR (600 MHz, (CD3)2SO)  
δ172.19, 171.09, 170.96, 170.29, 168.88, 168.79, 137.88, 137.72, 137.66, 137.21, 129.14, 
129.04, 128.99, 128.75, 128.20, 126.44, 126.34, 67.84, 58.12, 55.28, 54.76, 54.49, 54.02, 
42.57, 37.02, 36.16, 35.90, 19.18 
HRMS calc. for C44H49N7O8 803.3643 (M+Na 826.3540) found 826.3538.  
Analytical HPLC retention time; 31.45 min (0% - 100% 0.1%TFA CH3CN in 45 min)  
 
 
図 1‐2 最終生成物の HPLCクロマトグラム(UV) 
各ピークの UV強度の面積割合（検出ピーク半値幅 20.0[s]）；RT = 23.88 min (1.5%; 
m/z=693.3924 [M+H])，RT = 28.15 min (2.0%; m/z=826.3375[M+Na])，RT = 29.11 min 
(5.5%; m/z=804.3690 [M+H])，RT = 29.98 min (10.5%; m/z=804.3690 [M+H])，RT = 31.45 
min (74.4%; m/z=804.3690 [M+H])，RT = 37.35 min (6.1%; m/z=1607.7147 [M+H])．測
定条件；0% - 100% 0.1%TFA CH3CN in 45 min 
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以上の結果から，疎水性タグを用いた液相ペプチド合成法によりmahafacyclin Bを全合
成することに成功した．配列合成においては，H-N-Ddb-Gly-OMe と Fmoc-Phe-OH を縮
合させた後，Fmoc基の脱保護を行ったところ，目的の生成物 H2N-Phe-N-(Ddb)-Gly-OMe
は確認されず，代わりに環化したジケトピペラジン体が生成していた．ジケトピペラジン
体はジペプチドの状態で生じることから，ペプチドフラグメント Fmoc-Phe-Phe-OH と
H-N-Ddb-Gly-OMeを縮合させることでこの問題を回避した． 
環化反応においては，反応開始 1時間後の時点で全ての原料が消費されており反応が終結
していることを TLCで観察した．また主に加水分解反応によると考えられるエピマー化か
ら目的生成物の割合が減少しているものの，20 mMという比較的高濃度においても基質の
大部分が環化単量体として生じている（図 1-2）ことから，2Pheと 1Gly間のペプチド結合
に疎水性タグを導入した配列（以下 1N-Ddb配列と表記する）は高い環化効率を与えている
といえる．1N-Ddb配列で高い環化効率を与えた理由について考察するため，過去の合成法
のペプチド配列，その環化条件，反応終結に要する時間，環化収率を比較すると（図 S2），
本研究で扱った H2N-7Phe-6Phe-5Gly-4Thr-3Phe-2Phe-1Gly-OH配列に対しては DMF中で
環化反応終結に 72時間以上を要し（環化率 23%），4Thrをシュードプロリンに置換するこ
とにより DMF 中で環化反応は 3 時間以内に終結した（環化率 63%）［11］．
H2N-7Thr-6Phe-5Phe-4Gly-3Phe-2Phe-1Gly-OH配列に対してはDMF中で環化に 70時間要
し（環化率 63%）［13］，2,2,2-trifluoro ethanol(TFE):pyridine:AcOH=2:1:1の混合溶媒中
では 1時間以内でスレオニン‐SAL基間でのオキサゾリジン環の形成と続く分子内O-to-N
アシル転移反応による環化が終結する（環化率 56%）［14］ことが報告されている．なおこ
れらを比較する上で縮合剤の影響は考慮していない．また，mahafacyclin B合成の環化反
応の溶媒に関して，フッ素化アルコール以外のアルコールと CH2Cl2混合溶媒や DMF中で
は懸濁液となり環化率が 3-15%となった一方，フッ素化アルコールの TFE／CH2Cl2混合溶
媒中では 94%の環化率が得られた（配列情報，反応条件や環化時間等詳細不明）［15］とい
う知見をふまえると，mahafacyclin B合成の環化反応では環化を誘導するターンインデュ
ーサーの存在と溶媒系が環化率や環化に要する時間などの環化能に大きな影響をもたらし
ていることが推測される．２．２．１項において疎水性タグを有するジペプチドの脱保護
過程で観察したジケトピペラジン体は特にＣ末端にプロリンが位置するジペプチドの時に
支配的に生成することが知られている．プロリンは環化のターンインデューサーとして用
いられることから，1N-Ddb配列中の疎水性タグもターンインデューサーとしての機能を有
していることが示唆される．加えて 1N-Ddb配列は疎水性タグの存在によりペプチドが溶解
しづらい THF溶媒に配列を可溶化させる．これらのことから，疎水性タグを配列のペプチ
ド結合にペプトイド構造として導入する合成戦略は，mahafacyclin Bの合成に適していた
といえる． 
そこで，この合成法のスケーラビリティ（拡張性）を調べる目的で，合成ルートの中で
後処理がとりわけ扱いにくかった加水分解から始めて全脱保護までの過程に対し，一反応
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で扱う基質の量を増やして２．２項で開発した合成法に則り再度合成を行った． 
 
２．３ スケールアップ検討 
環化前駆体 Fmoc-Phe-Phe-Gly-Thr(tBu)-Phe-Phe-N-(Ddb)-Gly-OMe 613.4 mg (0.33 
mmol)を THF (16.5 mL) に溶解させ，1 vol% piperidine，1 vol% DBUを加え室温で 5分
間撹拌し，反応終了後 12N HClで中和し CH3CNを加えて沈殿させ，減圧濃縮，吸引濾過
を行った．乾燥固体を THF (8.3 mL) に溶解させ，1 M水酸化リチウム水溶液 (8.3 mL) を
滴下して室温で 4時間撹拌，反応終了後，12 N HClで中和し CH3CNを加えて沈殿させ，
減圧濃縮，懸濁洗浄および吸引濾過（CH3CN : H2O =1 : 1混合溶媒で 3回，その後 CH3CN
で 1 回）を行った．乾燥固体を とり，次の環化反応に供した． 化合物
H2N-Phe-Phe-Gly-Thr(tBu)-Phe-Phe-N-(Ddb)-Gly-OH を 10 vol% DMF／90 vol% 脱水
THF混合溶媒 (16.5 mL；20 mM) に加熱して溶解させ，HATU (1.2 eq.) ，HOAt (1.2 eq.) ，
DIPEA (2.4 eq.) を加え 40℃の油浴で 1時間攪拌し，反応終了後 CH3CNを加えて沈殿さ
せ，減圧濃縮，吸引濾過を行った．乾燥固体をとり，次の全脱保護反応に供した。化合物
cyclo (-Phe-Phe-Gly-Thr(tBu)-Phe-Phe-N-(Ddb)-Gly-) に TFA cocktail（95 vol% TFA／2.5 
vol% TIS／2.5 vol% H2O混合溶媒；10 mL）を加え超音波処理で懸濁させ，室温で 4時間
攪拌し，反応終了後 Celite™ 454で濾過，減圧濃縮 （濾液量；40 mL），濾液に DIPEを
加えデカンテーションにより沈殿物を回収した．さらに上清に対して冷却遠心（3000rpm，
-9℃，10分間）を 3回行って沈殿物を回収した．得られた沈殿物を CHCl3／MeOH混合溶
媒に溶解させ，減圧濃縮し真空中で乾燥させた．結果 75.0 mg の粗生成物を得た．粗生成
物を LC-MS の分析に供し，目的化合物の UV 強度のピーク面積値から環化率 63%を算出
し た（ 図 2 ）． 最後に 分取 用 HPLC にて 単離 し， 結果 目的 化合 物 cyclo 
(-Phe-Phe-Gly-Thr-Phe-Phe-Gly-) を 20 mg得た（UV純度 96.8 %（図 S3）；3ステップ
の収率 7.5% ）．また精製後の目的化合物 1H NMR 測定に供し，２．２項で合成した
mahafacyclin Bの構造と同一であることを確かめた． 
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図 2‐1 スケールアップ時最終生成物の HPLCクロマトグラム（UV） 
各ピークの UV強度の面積割合（検出ピーク半値幅 20.0[s]）；RT = 16.44 min (2.9%)，RT 
= 17.16 min (8.5%)，RT = 17.16 min (22.5%)，RT = 18.86 min (62.6%)，RT = 23.17 min 
(3.5%)．測定条件；0% - 100% 0.1%TFA CH3CN in 30 min 
 
２．２項では加水分解反応から全脱保護までの 3 ステップの収率が 52%であるのに対し
てスケールを上げた場合の２．３項では Fmoc 脱保護から全脱保護までの 4 ステップの収
率が 7.5%であり，スケールアップした場合の収率が著しく低下している．全脱保護の後処
理の濾過工程においてCeliteを洗浄する目的で濾過後TFAを用い 3回洗いこみを行ったが，
得られた濾液に DIPE を添加した時２．２項と比較してペプチドの沈殿性が著しく低下し
たことを観察した．濾液と DIPE の混合液をファルコンチューブに分注し各々のチューブ
に DIPE を加えて冷却遠心をしても効果的な沈殿物の回収にはつながらなかった．このこ
とが２．３項での収率を大きく低下させる要因であったと考えられる．この問題に対して
は，窒素などの不活性ガスを濾液に通じるバブリングにより TFA 液量を mahafacyclin B
の飽和溶解度近くまで減らすことで多少の改善が可能であると考えられる．また，最終生
成物のHPLCクロマトグラムを比較すると，スケールアップした時にエピ化体の割合が２．
２項の 18%（図 1-2）から 31%に増加していた（図 2-1）．ジアステレオマーは物理化学的
性質が異なるため，最終生成物中のエピ化体の存在により，最終生成物全体の沈殿性が何
らかの影響を受けた可能性がある．加水分解反応を，一般的にエピ化を抑制するとされる
氷浴など低温で行うとペプチド‐疎水性タグが沈殿し反応が進まなかった．強塩基として 1 
M NaOH水溶液を用いた場合は THF と同液量ではメチルエステルのけん化が終結せず，
最終的に 2.4倍の液量で反応開始 9時間後の時点で反応が終結した（環化率 68%）．1.5 M 
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NaOH水溶液を用いた場合は反応開始 11時間後に回収したが，エピ化体の割合が増加して
いた．エピ化体の割合が反応毎に違うことや，再現性を高めるためには反応時間を厳密に
制御しなければならないと想定されることから，この反応をスケールアップの工程に組み
込むのは難しいといえる． 
本項から，２．２項で開発した合成戦略は再現性が低く，プロセスとしての堅牢性が低
いことが明らかとなった． 
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《第３章 Mahafacyclin Bの哺乳類細胞への生理学的影響の評価》 
 
３．１ 緒言 
従来全合成が困難であると考えられてきた環状ペプチドについて，mahafacyclin Bをモ
デル分子とした研究開発がすすめられ，複数の合成例が報告されるに至った．様々な合成
ルートから比較的確実にmahafacyclin Bを合成できるようになり，今後，合成方法の最適
化や大スケール合成の研究が進められていくと考えられる．一方で，その生理活性に関す
る研究は進んでいない．歴史的にmahafacyclin Bは熱帯地域に特有の感染症であるマラリ
ア熱症の治療薬を志向し，マラリア原虫に対する毒性が報告されてきた．Mahafacyclin B
合成法の今後の開発活動の意義を見出す上で， mahafacyclin Bの機能を明確にし，単に合
成研究のモデル分子として以上の地位を与えることによって，副生成物の分析を含めた多
面的な評価，検討が推進されうるものであると考えた．例えば，mahafacyclin Bをマラリ
ア熱症の治療薬として開発を進めるためには，哺乳類個体や哺乳類細胞での安全性が確認
されることが必要である．前章までに述べたところの mahafacyclin B の全合成研究から，
我々は 20 mg 程度の mahafacyclin B を得ている．そこで，２．３項から得られた
mahafacyclin B を哺乳類細胞 CHO-K1 細胞株に暴露させることによる細胞試験から
mahafacyclin B の生理活性の解明を試みた．培養細胞を用いた試験であれば，20 mg の
mahafacyclin Bを用いて十分な検討が実施できることが想定された． 
細胞が薬剤にさらされた時，細胞には様々な外見的／内在的な変化が生じることが知ら
れている．例えば薬剤が細胞の致死をもたらす場合には細胞の膨張破裂や凝縮が生じ，亜
致死性であった場合には細胞増殖が停滞する．球状，アメーバ状というような細胞の形態
も変化する．また，細胞は環境の変化に対して遺伝子の発現パターンを調節し，たんぱく
質が担う内在的なシステムを変えることで適応する．本研究では mahafacyclin B が
CHO-K1 細胞に与える生理的影響の要素として，細胞の増殖と生存，細胞形態，遺伝子発
現パターンに注目した．まず抗マラリア活性の報告があるmahafacyclin B添加濃度 2.2 µM
を基準として，その 1/10，10 倍の濃度区を設定し CHO-K1 細胞への暴露試験を行った．
その後トリパンブルーで死細胞を染色した細胞集団に対して自動細胞計測装置を用いて細
胞数の計測を行い，mahafacyclin B添加濃度による生存や増殖に対する影響を評価した．
また同装置から取得できる画像情報を用いて，細胞形態に対する影響を評価した．次に高
速シークエンサーを用いたトランスクリプトーム解析を行った．薬剤処理濃度が高すぎる
場合はそれによって過激なトランスクリプトーム応答を誘導し，薬剤処理濃度が低すぎる
場合は意味のある遺伝子発現変動を特定することができない．そのため，設定した
mahafacyclin B添加濃度が適したトランスクリプトーム応答をもたらしているかを調べる
目的で細胞のトランスクリプトームの不均一度を評価した．対照区とmahafacyclin B添加
濃度区間で比較トランスクリプトーム解析を実施し，2群間で発現が有意に変動している遺
伝子を探索した．  
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３．２ 培養試験 
３．２．１ 薬剤処理試験 
全ての試薬は分析に適した等級のものを用いた．Mahafacyclin Bは H2O:CH3CN=1:1混
合溶媒に溶解させてストック溶液を作成し，最終濃度として 0.22 µM，2.2 µM，22 µMと
なるよう培地に加えた．薬剤処理は，薬剤無添加培地から，mahafacyclin Bを含む培地に
交換することで行った．1つの実験区につき 3検体を用意し，計 12検体用意した．各実験
区において，CHO-K1細胞（American Type Culture Collection，Manassas，VA，USA；
0.8 ×106/2 mL，viability 97.4%）は Dulbecco’s modified Eagle’s medium (DMEM)/F2
培地に培養後，培養開始より 12時間後にmahafacyclin Bを含む培地に交換し，その後 10
時間培養した．薬剤処理試験は細胞剥離酵素 AccutaseTMを加えて細胞をはく離した後細胞
懸濁液をエッペンドルフチューブに入れ 300 x g，25℃，5分間遠心処理して細胞画分を取
得後，Buffer RLT（Qiagen，Hilden，Germany）で細胞を融解させ QIA shredder（Qiagen）
処理して終了させた．その後の実験に用いるまで-80℃で保存した． 
 
３．２．２ 細胞数計測および培養環境下の細胞形態評価 
 前項の細胞懸濁液から 500 µLとり，Vi-Cell counter（Beckman Coulter，Brea，CA，
USA）を用いて Trypan Blue染色および生細胞・死細胞の計測を行った．培養環境下の細
胞形態の評価は培養細胞の位相差顕微鏡での観察（図 S4-7）とともに，Vi-cell counter内
で撮影された細胞写真に対して CellProfiler［16］を用いて画像解析することにより行った．
合計で 5251個の細胞を分析した．データの統計解析は bash v3.2シェル上で行い，統計処
理言語 R（R project for statistical computing，Vienna，Austria）を用いて可視化した．
細胞生存率，細胞の歪み（偏心；eccentricity），細胞の長径の長さおよび細胞の短径の長さ
は Rのフィッティングリニアモデル（lm）に付属する単回帰（simple linear regression）
分析によって評価した．死細胞率は一般化線形モデル（glm）の単回帰分析によって評価し
た． 
 
３．２．３ RNA抽出とサンプル調製・シーケンシング 
Total RNAは RNeasy mini kit（Qiagen）のマニュアルに従って抽出した．mRNA library
の調製は TruSeq RNA Sample kit（Illumina，San Diego，CA，USA）を用いた．マニュ
アルに従い poly-T 磁気ビーズを用いて total RNA から mRNA を精製した後，精製した
mRNAを断片化し，cDNAに逆転写した．最終的にアダプターが cDNA断片にライゲーシ
ョンされる前に，終末を修正し PCRを行って増幅させた．シーケンス反応は NextSeq500 
sequenser（Illumina）を用いて行い，75サイクルのシーケンスを行った． 
 
３．２．４ データ解析とプログラム 
シーケンス反応で得られた配列（リード）の品質確認は Fast QCを用いて行った．全リ
16 
 
ードはCHO-K1 RefSeq assembly (ID GCF_000223135.1)をリファレンスにし，rsem［17］
を用いてマッピングした．マッピングにより得られた遺伝子発現量のカウントデータから，
細胞のトランスクリプトームの不均一度を評価した．細胞の不均一度の評価にはシャノン
の情報エントロピーとコルモゴロフ複雑性の二つのモデルを用いた．初めにマッピングか
ら得られた各カウントデータのシャノンの情報エントロピー及びコルモゴロフ複雑性を算
出した．次にシャノンの情報エントロピーのデータおよびコルモゴロフ複雑性のデータに
対して Rのフィッティングリニアモデル（lm）に付属する単回帰（simple linear regression）
分析を行った．算出したシャノンの情報エントロピーとコルモゴロフ複雑性の各々の値と
単回帰分析の数式を用いて赤池情報量基準 Akaike’s information criterion （AIC）値を算
出し 2 つのモデルの単回帰分析への適合性を評価した．発現変動解析は R および TCC 
v1.1.99［18］パッケージを用いた．サンプル間のリード数の正規化は TCC パッケージに
付属の TbT正規化法を用いた．発現変動遺伝子は False Discovery Rate（FDR）閾値<0.05
により判定した． 
 
３．３ Mahafacyclin Bの生理活性 
３．３．１ Mahafacyclin Bが細胞生存率に与える影響の評価 
Mahafacyclin Bの細胞生存率への影響を調べるため，mahafacyclin B添加濃度と細胞計
測で得られた生細胞密度の関係を評価した（図 3-1）．対照区（mahafacyclin B濃度 0 µM）
の生細胞密度は 0.9590，0.7780，0.7395 cells/mL (×106)であり，mahafacyclin B添加濃
度 0.22 µMの生細胞密度は 0.8261，0.7260，0.8435 cells/mL (×106)，添加濃度 2.2 µMの
生細胞密度は 0.7761，0.7684， 0.8377 cells/mL (×106)，添加濃度 22 µMの生細胞密度は
0.8647， 0.7145，0.8165 cells/mL (×106)であった．この測定値に対し単回帰分析を実施し
た．検定の結果，回帰直線 y=ax+b の傾き a が 0 であるという帰無仮説は否定されなかっ
た（a=−0.009495；p=0.852）．このことから，各実験区の生細胞密度に変化は生じておら
ず，mahafacyclin Bは細胞生存率や細胞増殖率に影響を与えているとはいえない．しかし
ながら細胞集団の変化を引き起こさないまでも，この評価系では検出できない程度の小さ
な範囲で細胞死を起こしている可能性が残っている．この可能性を検証するため，死細胞
数を用いてmahafacyclin B添加濃度と死細胞率の関係を評価した（図 3-2）．対照区の死細
胞率は 0.017751，0.060465，0.047146であり，mahafacyclin B添加濃度 0.22 µMの死細
胞率は 0.040268，0.033333，0.047826，添加濃度 2.2 µMの死細胞率は 0.02657，0.06338，
0.035477，添加濃度 22 µMの死細胞率は 0.070393，0.043814，0.061947であった．この
測定値に対し単回帰分析を実施した．検定の結果，回帰直線 y=ax+b の傾き a が 0 である
という帰無仮説は否定された（a=−0.41055；p=0.00496）．このことから，死細胞率は増加
しており mahafacylin Bが小さな範囲で細胞死を誘導していることが分かった．細胞生存
率を評価する手法としては，その簡便さから 3-(4,5-dimethylthiazol-2-yl)-2,5-diphenyl 
tetrazolium bromide を用いたMTT法などの比色試験が生理活性物質の毒性の初期段階の
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評価に汎用されている．しかしながらこの方法で変化として検知できるのは細胞集団を変
容させてしまうほどの細胞死が生じた場合に限定されるため，この方法から得られる情報
の有用性は生細胞数測定の結果に準ずるものである．本評価結果では，通常は見逃されて
しまう少数の細胞死の増加を確認できた．細胞死は全体の 1%程度であり，mahafacyclin B
の安全性が高い水準で確認された． 
 
３．３．２ Mahafacyclin Bが細胞形態に与える影響の評価 
Mahafacyclin Bの細胞形態への影響を調べるため，細胞写真の画像解析を行い形態の指
標である偏心（eccentricity），長径の長さ（major axis length）および短径の長さ（minor 
axis length）とmahafacyclin Bの添加濃度との関係性を評価した（図 3-3）．単回帰分析を
実施し検定した結果，偏心では回帰直線 y=ax+b の傾き a が 0 であるという帰無仮説は否
定され（a=−9.167e−5；p=0.0177），mahafacyclin Bは偏心という形態的指標の変化に影響
を与えているといえた．長径の長さに対しては，mahafacyclin Bの添加濃度との関係性は
小さかった（a=−0.003683；p=0.0658）．短径の長さでは回帰直線 y=ax+bの傾き aが 0で
あるという帰無仮説は否定されず（a=7.807e−4；p=0.56），mahafacyclin Bは細胞の短径の
長さに影響を与えていないといえる．偏心の変化は，細胞膜上のシグナル分子が細胞の形
の歪みに応じて局在することで生じる細胞膜シグナリングの変化と強い関係性を有するこ
とが報告されている［19］．このことから，mahafacyclin B は細胞膜シグナリングに影響
を与え，その変化から細胞のトランスクリプトームを変えている可能性が示唆された． 
 
３．３．３ Mahafacyclin Bが細胞のトランスクリプトーム不均一度に与える影響の評価 
細胞のトランスクリプトーム不均一度を評価する指標としてシャノンの情報エントロピ
ーとコルモゴロフ複雑性を算出した．対照区のシャノンの情報エントロピーは 11.79063，
11.71702，11.8423であり，mahafacyclin B添加濃度 0.22 µMでは 11.92365，11.82417，
11.82417，添加濃度 2.2 µMでは 11.51067，11.84796，11.98672，添加濃度 22 µMでは
11.79985，11.79642，11.84944であった．この算出値に対し単回帰分析を実施した．検定
の結果，回帰直線 y=ax+b の傾き a が 0 であるという帰無仮説は否定されなかった
（a=−0.005269；p=0.904）．対照区のコルモゴロフ複雑性は 0.0607232，0.0609433，
0.0610302 であり，mahafacyclin B 添加濃度 0.22 µM では 0.0610032，0.0609453，
0.0610109，添加濃度 2.2 µMでは 0.0597326，0.0612445，0.0611866，添加濃度 22 µM
では 0.0610824，0.0611094，0.0613025であった．mahafacyclin B添加濃度 2.2 µMで異
常に低いコルモゴロフ複雑性値（0.0597326）が現れたため（図 3-4），以降の分析ではこの
区を採用しなかった．対照区，添加濃度 0.22 µM，添加濃度 22 µMのコルモゴロフ複雑性
値に対し単回帰分析を実施した．検定の結果，回帰直線 y=ax+b の傾き a が 0 であるとい
う帰無仮説は否定された（a=2.238e−4；p=0.0288）．シャノンの情報エントロピーに基づく
単回帰分析とコルモゴロフ複雑性に基づく単回帰分析の 2 つのモデルのうちどちらが本ト
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ランスクリプトームデータにより一致しているかを調べるため，赤池情報量基準（AIC）値
を算出し AIC 値が低い方がデータのモデルへの適合性が高いものとして比較を行った．シ
ャノンの情報エントロピーの単回帰分析に対する AIC値は−21.59212であり，コルモゴロ
フ複雑性の単回帰分析に対する AIC値は−134.0088であった．このことから，コルモゴロ
フ複雑性を用いたモデルの方がmahafacyclin B添加濃度と細胞の不均一度の関係を評価す
る上で好ましいといえる． Mahafacyclin B添加濃度を高めるとコルモゴロフ複雑性は若干
ながら大きくなった．低分子農薬フェノバルビタールを薬剤として用いた場合，処理濃度
が一定の濃度を超えるとトランスクリプトームの不均一度が急激に変動すると同時に発現
変動する遺伝子の種類や発現量が大きく変化する現象が観察され，遺伝子の発現パターン
の構造変換（レジームシフト）が生じていることが報告されている［20］．そして，フェノ
バルビタールと初代培養細胞およびフェノバルビタールと動物細胞株を用いたトランスク
リプトーム解析においては，シャノンの情報エントロピーよりもコルモゴロフ複雑性を用
いた場合に，使う細胞の種類と薬剤処理濃度に応じて変化するトランスクリプトームの不
均一度の傾向の異なりをとらえることができ，トランスクリプトームの不均一度の評価に
より好ましいことが示されている［21，22］．コルモゴロフ複雑性を用いた評価系において
mahafacyclin B添加濃度に応じて細胞のトランスクリプトームの不均一度が変化している
ことから，中分子化合物であるmahafacyclin Bも低分子化合物と同じように遺伝子の発現
パターンの構造転換を誘導することが明らかとなった． 
 
３．３．４ Mahafacyclin Bによって誘導／抑制される発現変動遺伝子の同定と機能考察 
Mahafacyclin B によって有意に発現が変動している遺伝子を調べる目的で，対照区と
mahafacyclin B添加濃度との 2群間で比較トランスクリプトーム解析を実施した．３．３．
３項のコルモゴロフ複雑性を用いた細胞のトランスクリプトームの不均一度の評価より
mahafacyclin B添加濃度 2.2 µMのデータに外れ値がありこれが解析結果に影響を与える
ことが想定されたためこの区は採用せず，対照区とmahafacyclin B添加濃度0.22 µM間（図
3-5），対照区とmahafacyclin B添加濃度 22 µM間（図 3-6）で比較した．グラフのM⁻A plot
は横軸が全体的な発現レベルの平均を，縦軸が 2群の log比の差を指している．マッピング
から得られた遺伝子の中で，対照区とmahafacyclin B添加濃度 0.22 µM間からは 19個の
遺伝子が統計的に有意な発現変動遺伝子（Differentially expressed gene；DEG）として抽
出された（表 3-1）．対照区と mahafacyclin B添加濃度 22 µM間からは 14個の遺伝子が
DEGとして抽出された（表 3-2）．これらの遺伝子のシーケンス配列の機能アノテーション
を行い（遺伝子名の割り当て），各々の遺伝子について過去に報告されている機能を割り当
てた（表 3-3）． 
この結果から，mahafacyclin Bが動物細胞に対してどのように機能する可能性があるの
か，という観点から DEGのいくつかの機能について考察する．重複している 6つの DEG
の中で，LOC103164497 (NCBI Reference Sequence: XP_007652779.1)遺伝子のみに発現
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量の増加がみられた，すなわちmahafacyclin Bによって発現が誘導されていた．この遺伝
子は機能が不明であるものの，その配列はチャイニーズハムスターCricetulus griseus のレ
トロウイルスに関連する Pol polyprotein from transposon 17.6-like (LOC103163056)の配
列 XM_007643794.2と高い相同性を有していた（eValue, 0.0; identities, 756/758 (99%); 
gaps 0/758 (0%): tblastn）．Pol polyproteinはアスパラギン酸エンドペプチダーゼ活性を持
つことが予想されており，細胞内でmahafacyclin Bを分解するために発現が誘導されたの
かもしれない．加えて，このたんぱく質はウイルス配列を宿主細胞に挿入するのに関係す
ると予想されている．内在性のレトロウイルス配列は全ての種のゲノムに高コピー数で保
存されているが，転写・翻訳については分かっていない．一方でその内在性レトロウイル
スの生産を化学的に強制誘導できることが報告されている［23-25］．そのようなことから，
mahafacyclin Bは新たなレトロウイルスを発見するための誘導剤として使えるかもしれな
い．また，DEGの中の細胞分裂に関わる遺伝子の多く（ORC1-like［26］，Cdk6, PRC1［27］，
Zbed6［28］， RPA1，Cdk11B）で発現量の低下がみられた．このことは細胞周期の進行
（分裂）が遅くなっていることを示唆するが，３．３．１項では細胞数の変化は観察され
なかった．またクロマチンリモデリングに関わる遺伝子（Kmt2a，Ino80d［29］， Ash1l
［30］，Bbx［31］）の発現量の低下がみられ，mahafacyclin Bの作用が長期に及ぶ場合，
細胞にエピジェネティックな変化が生じる可能性がある．また mahafacyclin B 添加濃度
0.22 µMではユビキチンを介したたんぱく質分解に関与する遺伝子（Wdfy3［32］， FBXW-2 
like［33］）の発現量が低下しており，細胞周期の進行が何らかの影響を受けていることを
支持していると思われる．また，同濃度では ATP合成に関係するたんぱく質の発現量が増
加していた．最近 ATPには疎水性物質を細胞環境中に可溶化しそのフォールディングおよ
び折り畳まれた構造を安定化する生物的ハイドロトロープ（biological hydrotrope）の機能
を有していることが報告された［34］．CHO 細胞株はたんぱく質生産に利用されているこ
とから，mahafacyclin Bは細胞内の ATP濃度を高めることによりたんぱく質のフォールデ
ィング効率を上げる機能を有している可能性がある．Mahafacyclin B添加濃度 22 µMでは
微小管の構造要素の遺伝子（Tubb）および細胞間結合の調節に関わる遺伝子（Heg1［35］）
の発現量の低下がみられた．これは３．３．２項で細胞の形態的指標の一つである偏心が
mahafacyclin Bの添加濃度を増加させた時に変化したことと何らかの関連性があるのかも
しれない．さらに，DEGの中にアポトーシスを誘導する遺伝子は存在せず，ペプチダーゼ
の遺伝子の発現量の増加はみられなかった．このことから，mahafacyclin Bは本研究の添
加濃度の範囲では安全性や安定性が高いことが示唆される． 
 
３．４ Mahafacyclin B生理活性分析の意義 
本研究では，mahafacyclin Bの生理的応答を明らかにする目的で，まずその細胞毒性に
ついて，細胞数の計測から得られた生細胞および死細胞を用いて細胞生存率と死細胞率の
観点から評価した．その結果，mahafacyclin Bは細胞生存率や細胞増殖率に変化を与えな
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い一方で，添加濃度を高めていくと小さな範囲で細胞死を誘導することが明らかとなった．
次に細胞の形態的変化に与える影響について細胞の画像解析を行った結果，細胞形態の指
標の一つである偏心が変化することが明らかとなった．Mahafacyclin Bが細胞のトランス
クリプトームの不均一度に与える影響についてコルモゴロフ複雑性を用いたモデルで評価
した結果，先に報告されている低分子化合物と同じように遺伝子発現パターンの構造転換
が生じていることが明らかとなった．最後にmahafacyclin Bによって発現が誘導または抑
制されている遺伝子を見つけ出す目的で比較トランスクリプトーム解析を行い，発現変動
遺伝子（DEG）の機能を考察することによって，mahafacyclin Bの安全性を遺伝子発現レ
ベルで確認するとともに，抗マラリア活性以外の潜在的な機能を明らかにした．今後は，
得られた mahafacyclin B の潜在的な機能のうち有望なものについて個別に評価系を組み，
その効果や作用機序を詳細に明らかにしていくことで利用性が広がっていくものと考えら
れる．  
創薬の可能性を有する物質のうち，なかでも天然資源から得られる化合物ではその単
離・化学的合成・生物活性が報告された数に対して開発段階まで到達していないものが数
多く存在する．その理由の一つは，本研究で扱った mahafacyclin B でもみられたように，
これまで開発の戦略が単一ないしは限定されたいくつかの生理活性評価系を用いて最もよ
い活性を示す化合物をスクリーニングするという手法に限定されていたため，スクリーニ
ング過程で芳しくない結果を示した化合物は開発対象から外される結果，多面的な分析が
行われていないままになっていることがある．また，これまで 1 つの機能の可能性を検証
するために 1 つの実験系を組んで実施，という機能と実験系が 1対 1 の関係にあったため
に，1つの化合物の生理的応答を総合的に論じるのに非常に大きな労力や研究費用が発生し
評価が困難という側面もあっただろう．さらに，例えば細胞毒性の評価として比色試験の
みを用いる例のように，評価系から得られる情報が非常に限定的であり有用性に乏しい手
法を選択してしまったために，他の研究者から研究する興味や余地を削いでしまったこと
も考えられる．それが，現在では例えば元来顕微鏡を眺めながら血球計算盤で細胞計測し
ていたのが自動細胞計測装置に置き換わり，高速シークエンサーの発展とシーケンスデー
タの処理法が整備されるなどした結果，比較的小さな労力で非常に多くの量の様々な有益
な情報が引き出せるようになってきている．その技術を活用しながらこれまで放置されて
きた化合物についてその安全性や利用性を再度検証することは，将来的に我々の医薬の選
択肢を広げるという観点からみて有益であると考える．一方，序論で述べたように化学的
に合成された化合物では生理活性に影響を及ぼしやすい物質の混入のリスクが避けられ，
研究段階における細胞試験の結果の信頼性を高める．本評価手法は他の生理活性物質に対
しても原理的に適用可能であることから，合成した化合物を効率的に短期間のうちに創薬
開発の軌道に乗せるための手段として今後活用されることが期待される． 
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図 3‐1. mahafacyclin B添加濃度と生存細胞密度の関係 
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図 3‐2. mahafacyclin B添加濃度と死細胞率の関係 
 
  
23 
 
 
 
 
 
図
3
‐
3
. 
m
a
h
a
fa
cy
cl
in
 B
添
加
濃
度
と
細
胞
の
偏
心
，
長
径
の
長
さ
，
短
径
の
長
さ
の
関
係
 
 
24 
 
 
 
図 3‐4. mahafacyclin B添加濃度と細胞のトランスクリプトーム 
不均一度の関係 
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図 3‐5. 対照区とmahafacyclin B添加濃度 0.22 µM間の発現変動
解析 
発現変動遺伝子（DEG）はピンク色の点，発現変動遺伝子ではない遺伝子（non-DEG）は
黒色の点で示した．なおM-A plot上の遺伝子の総数は 15619個である． 
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図 3‐6. 対照区とmahafacylin B添加濃度 22 µM間の発現変動解析 
発現変動遺伝子（DEG）はピンク色の点，発現変動遺伝子ではない遺伝子（non-DEG）は
黒色の点で示した．なおM-A plot上の遺伝子の総数は 15671個である． 
 
  
27 
 
表 3‐1. 対照区とmahafacyclin B添加濃度 0.22 µM間の発現変動
解析から得られた発現変動遺伝子（DEG） 
 
genenames ctrl_1 ctrl_2 ctrl_3 mB0022_1 mB0022_2 mB0022_3 a.value m.value p.value FDR 
LOC100754005 100.72 213.25 147.08 0 0 53.02 5.76068679 -2.948403767 7.43e-59 1.16e-54 
LOC100689425 318.42 259.97 177.53 33.48 178.63 131.83 7.419020938 -1.118562591 2.66e-21 2.07e-17 
LOC100754385 0.06 0 58.93 0 0 0 -7.927587797 -10.12573379 2.51e-15 1.31e-11 
Orc1 82.58 215.03 230.47 393.52 275.37 227.17 7.835309472 0.770332244 3.54e-13 1.38e-9 
LOC103159045 28.19 0 14.04 0 1.81 0 1.557115936 -4.707881333 6.63e-09 2.07e-5 
LOC100750843 0 0 0 0 27.97 0 -7.927587797 11.2964614 1.40e-7 0.000364688 
Kmt2a 1035 1421 1076 1070 776 889 10.01673187 -0.34392997 7.89e-7 0.001758723 
Cdk6 852 1064 738 749 581 709 9.600659774 -0.350428827 1.54e-6 0.003013339 
LOC100762406 245.12 311.36 277.07 370.04 433.87 328.09 8.338802637 0.448697588 1.91e-6 0.003309558 
Zbed6 348 515 346 321 255 312 8.43084409 -0.407949544 4.32e-6 0.006738624 
LOC103158912 131.36 221.31 125.67 123.64 98.81 91.99 7.001583951 -0.568907307 7.69e-6 0.010901861 
Wdfy3 368 571 418 396 272 350 8.613277583 -0.38067373 9.47e-6 0.012311282 
Psd3 565 716 540 499 457 453 9.060777063 -0.348847864 1.89e-5 0.022709501 
LOC100752965 469.28 580.54 444.18 424.57 336.73 382.02 8.769469382 -0.362967358 2.38e-5 0.026497281 
Ino80d 160.68 266.94 178 167.03 124 134.97 7.397011542 -0.47321388 3.08e-5 0.032004724 
LOC100767351 282.85 389.85 148.34 315.02 485.57 273.3 8.268980549 0.419540907 3.42e-5 0.033339144 
Lnpep 350 533 361 337 287 322 8.495561815 -0.359744531 3.86e-5 0.033986166 
LOC103164497 0 0 0 18.28 0 0 -7.927587797 10.70501347 3.97e-5 0.033986166 
Ash1l 643 919 730 651 573 592 9.4095832 -0.312163717 4.14e-5 0.033986166 
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表 3‐2. 対照区とmahafacylin B添加濃度 22 µM間の発現変動解析
から得られた発現変動遺伝子（DEG） 
 
 
 
ctrl_1 ctrl_2 ctrl_3 mB2200_1 mB2200_2 mB2200_3 a.value m.value p.value FDR 
Abca1 729 987 772 657 584 712 9.521511425 -2.90e-1 3.91e-5 0.047058609 
Bbx 568 675 547 488 372 488 9.02125406 -3.51e-1 5.75e-6 0.011253935 
Heg1 1011 1198 1012 865 671 1011 9.902945621 -2.87e-1 2.73e-5 0.035568464 
Ino80d 160.68 266.94 178 147.55 113.13 159 7.387755871 -4.55e-1 2.55e-5 0.035568464 
Kmt2a 1035 1421 1076 968 634 1215 10.03786279 -2.65e-1 4.37e-5 0.048818452 
LOC100689088 260.13 127.9 206.61 0 0 319.15 7.177458179 -9.51e-1 1.50e-12 1.17e-8 
LOC100689425 318.42 259.97 177.53 172.76 258.89 106.46 7.737809016 -4.44e-1 2.37e-5 0.035568464 
LOC100752965 469.28 580.54 444.18 363.65 299.46 402.43 8.71777029 -4.30e-1 1.70e-7 0.000532847 
LOC100754005 100.72 213.25 147.08 33.9 0 108.28 6.396727017 -1.64e0 6.63e-28 1.04e-23 
LOC100758733 22.73 0 0.56 0 0 0 -7.621132898 -8.10e0 2.22e-6 0.005787151 
LOC100761053 93.12 158.27 172.19 67.21 79.87 60.63 6.632165935 -9.81e 5.01e-12 2.61e-8 
LOC100761345 0 0 1.6 7 11.75 9.35 1.219005141 4.05e0 8.14e-6 0.014158601 
LOC103164155 2070 2566 2060 1757 1321 2079 10.93807586 -3.21e-1 1.06e-7 0.000416302 
LOC103164497 0 0 0 0 21.69 0 -7.621132898 1.10e 4.07e-6 0.00909298 
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≪第４章 Mahafacyclin B合成の別ルートの検討≫ 
 
４．１ 緒言 
第３章でみた様にmahafacyclin Bは哺乳類細胞への安全性を有し，また有用な新規の生
理活性をもつ．したがって，単にモデル分子としてだけではなく，合成の拡大に意義があ
る．第２章において，疎水性タグを用いたペプチド合成法によるmahafacyclin B合成のス
ケールアップを試みたところ，合成プロセスの堅牢性の低さが明らかになった．そこで，
他の合成経路を探索することにした．考えられるいくつかの合成経路のうち，mahafacyclin 
B cyclo (-7Phe-6Phe-5Gly-4Thr-3Phe-2Phe-1Gly-)配列において 6Phe-5Glyの間のペプチド結
合に疎水性タグを導入する経路に興味を抱いた．全て L体または D体から成る小～中サイ
ズのペプチドの環化においては，反応点が互いに遠くに離れるように伸びた（extended）
コンフォメーションをとる傾向にあるため cis型のペプチド結合を誘導するターンインデュ
ーサーの存在が必要不可欠であると考えられていた［36］．また環状ペンタペプチドモデル
を用いたシミュレーション結果から，プロリンやN-メチル化アミノ酸が i+2あるいは i+3
位に位置する時 cis型のペプチド結合が著しく優位になることが示唆されていた［37］．こ
れらのことから，N-benzyl型の置換基の一種である疎水性タグに関しても，配列の中央付
近に導入することで 2Phe-1Glyの間のペプチド結合に導入した 1N-Ddb配列よりも環化効率
が向上することが期待された． 
そこで本章では，図 1に示すように加水分解を経ない経路で疎水性タグを 6Phe-5Glyの
間のペプチド結合に導入した配列（以下 5N-Ddb配列と記す）を合成し環化能を比較するこ
ととした． 
 
図 4‐1. 5N-Ddb配列の合成計画 
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４．２ 配列合成 
４．２．１ H-N-(Ddb)-Gly-OMeのアルカリ加水分解 
 
 
 
化合物H-N-(Ddb)-Gly-OMe 501.7 mg (0.6 mmol)を THF (6.0 mL) に加熱して溶解させ，
1M水酸化ナトリウム水溶液 (6.0 mL)を加え 40℃の油浴で攪拌し，反応終了後 CH3CNを
加えて沈殿させ，減圧濃縮，懸濁洗浄および吸引濾過（CH3CN : H2O =1 : 1混合溶媒にて
3回，その後 CH3CNで 1回）を行った．結果目的の化合物 H-N-(Ddb)-Gly-OHを白色の
乾燥固体として収率 80% (389.4 mg)で得た．  
 
４．２．２ H-N-(Kb)-Gly-OHの Fmoc化 
 
 
 
化合物H-N-(Ddb)-Gly-OH 389.4 mg (0.48 mmol) を CH3Cl (20.0 mL) に加熱して溶解さ
せ，Fmoc-OSu 196.0 mg (0.58 mmol) と DIPEA 202 µL(1.16 mmol) を加え室温で攪拌し
た．反応終了後反応終了後 CH3CNを加えて沈殿させ，減圧濃縮，懸濁洗浄および吸引濾過
を行った．結果目的の化合物 Fmoc-N-(Ddb)-Gly-OHを白色の乾燥固体として収率 90% 
(445.8 mg) で得た． 
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４．２．３ 疎水性タグ‐ペプチドフラグメント合成 
 
 
 
化合物 2,4-didocosyloxy benzyl alcohol (Ddb-OH) 1514.2 mg (2.0 mmol) を toluene (10 
mL) に加熱して溶解させ，Fmoc-Gly-OH 891.0 mg (3.0 mmol) を加え共沸脱水した後，
10 vol% 脱水 DMF／90 vol% 脱水 THF混合溶媒 (30 mL) に加熱して溶解させ，DIPCI 
928 µL (6.0 mmol) および DMAP 2.4 mg (0.02 mmol) を加え室温で攪拌した．反応終了後
CH3CNを加えて沈殿させ，減圧濃縮，吸引濾過を行った．乾燥固体をとり，次の脱保護反
応に供した．Fmoc-Gly-ODdbを THF (30 mL) に加熱して溶解させ，1 vol% piperidine，
1 vol% DBUを加え室温で攪拌し，反応終了後 12 N HClで中和し CH3CNを加えて沈殿さ
せ，減圧濃縮，吸引濾過を行った．次に乾燥固体を 10 vol% DMF／90 vol% THF (30 mL)
に加熱して溶解させ，Fmocアミノ酸 (1.2 mol eq.)，HATU (1.2 mol eq.)，HOAt (1.2 mol 
eq.) および DIEPA (2.4 mol eq.) を加えて室温で攪拌し，反応終了後 CH3CNを加えて沈殿
させ，減圧濃縮，吸引濾過を行った．Fmoc基の脱保護反応と Fmocアミノ酸の縮合を繰り
返し，目的の化合物H2N-Thr(tBu)-Phe-Phe-Gly-ODdbを白色の乾燥固体として収率 90%
（over 8 steps）で得た． 
 
４．２．４ 疎水性タグ‐ペプチドフラグメントと Fmoc-N-(Ddb)-Gly-OHの縮合 
 
 
33 
 
化合物 Fmoc-N-(Ddb)-Gly-OH 746.3 mg (0.72 mmol)およびH2N-Thr(tBu)-Phe-Phe- 
Gly-ODdb 754.0 mg (0.6 mmol)を 10 vol% DMF／90 vol% THF混合溶媒 (20 mL) に加熱
して溶解させ，HATU 273.9 mg (0.72 mmol) ，HOAt 97.7 mg (0.72 mmol) および DIPEA 
251 µL (1.44 mmol) を加え 40℃の油浴で攪拌し，反応終了後 CH3CNを加えて沈殿させ，
減圧濃縮，吸引濾過を行った．結果 1328.5 mgの粗生成物を得た．これをシリカゲルカラ
ムクロマトグラフィーで精製し（Hex: AcOEt=4.5:1），結果目的の化合物
Fmoc-N-(Ddb)-Gly-Thr(tBu)-Phe-Phe-Gly-ODdbを白色の乾燥固体として単離収率 51%で
得た(626.4 mg)． 
 
４．２．５ Fmoc-Phe-Phe-N-(Ddb)-Gly-Thr(tBu)-Phe-Phe-Gly-ODdbの合成 
 
 
 
化合物 Fmoc-N-(Ddb)-Gly-Thr(tBu)-Phe-Phe-Gly-ODdb 626.4 mg (0.311 mmol) を THF 
( 20 mL) に加熱して溶解させ，1 vol% piperidine，1 vol% DBUを加え室温で攪拌し，反
応終了後 12 N HClで中和し CH3CNを加えて沈殿させ，減圧濃縮，吸引濾過を行った．乾
燥固体を 10 vol% DMF／90 vol% THF (20 mL)に加熱して溶解させ，N-Fmocアミノ酸 
(1.2 eq.)，HATU (1.2 eq.)，HOAt (1.2 eq.) および DIEPA (2.4 eq.) を加えて室温で攪拌し，
反応終了後 CH3CNを加えて沈殿させ，減圧濃縮，吸引濾過を行った．Fmoc基の脱保護反
応と Fmocアミノ酸の縮合を繰り返し，目的の化合物 Fmoc-Phe-Phe-N-(Ddb)-Gly- 
Thr(tBu)-Phe-Phe-Gly-ODdbを白色の乾燥固体として回収率 93%（over 4 steps）で得た
(747.7 mg)． 
 
４．２．６ Fmoc-Phe-Phe-N-(Ddb)-Gly-Thr(tBu)-Phe-Phe-Gly-ODdbのＣ末端疎水性タ
グの脱保護と Fmoc脱保護 
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化合物 Fmoc-Phe-Phe-N-(Ddb)-Gly-Thr(tBu)-Phe-Phe-Gly-ODdb747.7 mg (0.29 mmol) 
を 20 vol% TFE／80 vol% CHCl3 混合溶媒(20 mL)に加熱して溶解させ，TFA 100 µL (0.5 
vol%) を加えて室温で攪拌し，反応終了後 DIPEAを加えて中和し CH3CNを加えて沈殿さ
せ，減圧濃縮，吸引濾過を行い，得られた粗粉末をシリカゲルカラムクロマトグラフィー
で精製し（Hex: AcOEt=4.5:1，その後 CHCl3:MeOH=10:1で溶出），その結果化合物
Fmoc-Phe-Phe-N-(Ddb)-Gly-Thr(tBu)-Phe-Phe-Gly-OHを得た．これを THF (20 mL) に
加熱して溶解させ，1 vol% piperidine，1 vol% DBUを加え室温で攪拌し，反応終了後 12 N 
HClで中和し CH3CNを加えて沈殿させ，減圧濃縮，吸引濾過を行った．結果，目的の化
合物H2N-Phe-Phe-N-(Ddb)-Gly-Thr(tBu)-Phe-Phe-Gly-OHを白色の乾燥固体として定量
的に得た（491.5 mg）． 
 
４．２．７ 環化反応と全脱保護 
 
 
化合物H2N-Phe-Phe-N-(Ddb)-Gly-Thr(tBu)-Phe-Phe-Gly-OH 16.2 mg (0.01 mmol) を 10 
vol% 脱水 DMF／90 vol% 脱水 THF混合溶媒 (1.0 mL：10 mM) に加熱して溶解させ，
HATU 4.6 mg (0.012 mmol) ，HOAt 1.6 mg (0.012 mmol) および DIPEA 4.2 µL (0.024 
mmol) を加え 40℃の油浴で攪拌し，反応終了後 CH3CNを加えて沈殿させ，減圧濃縮，吸
引濾過を行った．得られた乾燥固体に TFA cocktail（95 vol% TFA／2.5 vol% TIS／2.5 vol% 
H2O混合溶媒；1.0 mL）を加え超音波処理で懸濁させ，室温で 2時間攪拌し，反応終了後
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Celite™ 454で濾過，減圧濃縮，濾液に DIPEを加えてエッペンドルフチューブに分注し，
卓上遠心分離機で遠心分離しデカンテーションにより沈殿物を回収した．得られた沈殿物
を風乾させ LC-MSでの分析に供した．またこの最終生成物と２．３章の合成から得られた
精製後の高純度のmahafacyclin Bとで重ね打ちを行い，RT = 32.24 minのピークと
mahafacyclin Bのピークが一致することを確認した（図 S10）． 
 
図 4‐2. 最終生成物の HPLCクロマトグラム（UV） 
各ピークの UV強度の面積割合（検出ピーク半値幅 25[s]）；RT = 24.97 min (1.7%)，RT = 
25.99 min (3.3%)，RT = 27.04 min (2.2%)，RT = 28.39 min (8.5%)，RT = 29.43 min (6.7%)，
RT = 30.62 min (0.34%)，RT = 31.31 min (0.61%)，RT = 32.24 min (71.7%)，RT = 34.03 
min (0.5%)，RT = 38.19 min (2.5%)，RT = 39.15 min (1.8%)．測定条件；0% - 100% 0.1%TFA 
CH3CN in 45 min 
 
以上の結果より，5N-Ddb配列の合成経路においても最終産物として目的化合物である
mahafacyclin Bが得られることが分かった．一方，この配列の合成経路におけるいくつか
の問題が明らかとなった．まず，疎水性タグ‐ペプチドフラグメントと Fmoc-N-(Ddb)- 
Gly-OHの縮合反応では，反応液の TLCでの観察（Hex:AcOEt=3:1）および縮合後の生成
物に全脱保護処理を施した生成物の LC-MS分析の結果，エピ化体の生成が確認された（エ
ピ化体<10%；図 S8）．ペプチドフラグメント間の縮合においてはＣ末端側のアミノ酸がエ
ピマー化する現象が知られているが，本反応の場合はＣ末端側のアミノ酸はグリシンであ
り不斉炭素がないことから，おそらくペプチドフラグメントの合成過程でスレオニンがエ
ピマー化したと考えられる．またエピ化体を除去する目的で行った縮合生成物のカラムク
ロマトグラフィーでの精製では，乾燥固体を溶解させた溶液をシリカゲル界面のチャージ
する時に溶液から白色固体が析出した他，分離能が悪く数回の精製を強いられ，回収率も
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51%と低かった．また一度に精製に仕掛ける量を減らして精製を数回に分けた場合も回収率
は向上しなかった． Fmoc-N-(Ddb)-Gly-OHと縮合させるペプチドフラグメントとして，
簡便に調製でき弱酸条件で脱保護が行えることから疎水性タグをＣ末端に結合させたペプ
チドフラグメントを選択したが，Ｃ末端のタグの脱保護後にカラムクロマトグラフィーの
精製操作を伴うこともふまえると，この選択がかえって 5N-Ddb配列を合成する上での簡便
性の損失と調製の困難さを招く結果となってしまった．この問題に対しては，疎水性タグ
を用いずにペプチドフラグメントを調製すればよいかもしれない．Bocアミノ酸のα－カル
ボキシル基を疎水性の高い pentafluorophenyl ester構造にし活性アミノ酸として用い煩雑
な精製操作を回避した液相合成法によってmahafacyclin Bの環化前駆体が 400 mgオーダ
ーで合成されている［13］ことから，既報の手法を組み合わせることで配列の合成効率は
向上すると考えられる． 
そして 5N-Ddb配列の環化反応においては，目的生成物以外に 1N-Kb配列の環化では見
られなかったようないくつかの副産物が生じており（RT = 24.97 min; m/z=920.5773 
[M+H], RT =25.99 min; m/z=920.5773 [M+H]，RT = 27.04 min; m/z=889.5726 [M+H]，
RT = 28.39 min; m/z=987.6896 [M+H]，RT = 29.43 min; m/z=987.6896 [M+H]），環化率
は 72%にとどまった．このうち RT = 24.97 minと RT =25.99 minのピークは HATU由来
の tetramethylguanidinium基でＮ末端がキャップされた 7残基の直鎖ペプチド（exact 
mass=919.46）であると推定された．縮合剤成分が付加した副産物は通常の固相・液相で
のペプチド伸長反応や液相での環化反応ではほとんどみられない．一方，固相上の環化反
応で，縮合剤としてHBTUを用いた時に tetramethylguanidinium基がＮ末端に付加した
副産物が報告されている［38］．また固相上のプロピルアミノ基と N-Fmocアミノ酸との縮
合反応にHBTUを用いた場合にも同様の副産物の存在が報告されている［39］．5N-Ddb配
列の環化反応は基質が溶媒に均一に溶解している反応系であると想定されるが，何らかの
立体効果が生じているのかもしれない． 
 本節から，5N-Ddb配列の環化は環化能の一つの指標である環化率においては当初予想し
ていたほどの成績は見いだせなかった．そこで次に，環化能の別の指標である環化時間に
注目し 5N-Ddb配列の環化に要する時間を評価した． 
 
４．３ 競合剤を入れた場合の環化率の経時的変化 
環化はアミド結合の形成という不可逆反応で生じるため，疎水性タグ‐ペプチドが均一
に溶解し反応点がランダムな方向を向いていると仮定した時にＣ末端の反応点に近接しや
すいと考えられる低分子のアミノ基競合剤 iPrNH2と縮合剤を反応開始から一定時間後に
過剰量添加する実験から，5N-Ddb配列の環化のしやすさや環化に要する時間を見積もるこ
とができると考えた． 
実験条件： 
10 vol% 脱水 DMF／90 vol% 脱水 THF 混合溶媒  (1.0 mL) に 0.01 mmol の
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H2N-7a.a(5N-Ddb)-OH を溶解させた溶液に HATU 0.012 mmol，HOAt 0.012 mmol，
DIPEA 0.024 mmolを加えて40℃の油浴で攪拌し，反応開始1分後，2分後，3分後に iPrNH2 
0.05mmol (5 eq.)，HATUおよびHOAt 0.05 mmol (5 eq.)，DIPEA 0.1 mmol (10 eq.) を
加え，反応開始後 50分後 CH3CNを加えて反応を終了させた．0分の場合は同溶液にHATU
およびHOAt 0.062 mmol，iPrNH2 0.05 mmol，DIPEA 0.124 mmolを加えて反応を行っ
た．環化時間の評価は TLC（展開溶媒 CHCl3:MeOH=15:1）での観察とともに，全脱保護
後の生成物について LC-MSで分析することにより行った． 
 
 
図 4‐3. 反応開始後の競合剤の添加時間と環化率の関係 
測定波長 215-254 nm 
 
反応開始 1 分後ではおおよその基質が競合剤によってＣ末端の反応点が塞がれた結果生
じた直鎖状ペプチドや縮合剤等と反応して生じた生成物として消費され，生成物のうち
24%が環化体であるが，反応開始 2分後では環化体の割合が 50%となり，反応開始 3分後
では環化体の割合が 67%であった．競合剤を入れない場合の環化率が 72%であることを考
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えると，3分でおおよその反応は完結していると推定される．また競合剤を入れた時間によ
って環化率が大きく変化しており，反応開始 1 分に競合剤を添加した場合は小さな構造の
iPrNH2由来生成物が主であった．この結果からは，環化反応は通常の求核アシル置換反応
に従って進行している（5N-Ddb 配列の構造が固定されることによる立体効果は生じない）
と推察される．反応開始直後から縮合剤を加えた場合は最も環化が阻害されるという予想
に反して 76%の生成物が環化物であった．Ｃ末端の活性化においては，塩基 DIPEAによる
縮合剤からのプロトンの引き抜きを起点としてウロニウム系縮合剤の-N-O−基がカルボキ
シル基のカルボニル炭素に求核攻撃することで起きるが，反応開始直後から縮合剤を加え
た場合では縮合剤，iPrNH2，DIPEAの順番で試薬を加えたことによりＣ末端の活性化が生
じる前に縮合剤の活性化に大部分の iPrNH2が消費された結果，iPrNH2が競合剤として機
能しなかったと考えられる．なお 1N-Ddb配列を用い反応開始 3分の時点で，Ｎ末端をキャ
ップする目的で 500 µLの無水酢酸を加えて同反応条件で実験を行った結果，生じた生成物
のうち 46%が基質のＮ末端がアセチル化され，さらにそのうち半量が全脱保護の酸条件で
7Phe のα‐炭素がエピマー化した［40］と推定されるものであった（目的環化物の割合
43%；図 S11）．この結果から，反応開始後の短い時間スケールの中では，5N-Ddb 配列は
1N-Ddb配列と比較して優れた環化能を有していると言える． 
 
４．４ 環化反応条件の探索 
４．３節から，5N-Ddb配列の環化能についての端緒が得られた．一方で，４．２節からは
最終生成物において目的環化物以外に 1N-Ddb配列では見られなかった副産物がいくつか
生じることが分かった．そこで，環化反応条件の探索を行うこととした． 
 
標準条件：反応溶媒 10 vol% 脱水 DMF／90 vol% 脱水 THF混合溶媒 (1.0 mL) 
     反応温度 40℃ 
     基質濃度 10 mM 
     縮合剤 HATU，HOAt (1.2 eq.) 
     反応時間 1時間 
として，反応溶媒，反応温度，基質濃度，金属塩の添加，縮合剤の種類を変えた結果を以
下に示す． 
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表 4‐1. 5N-Ddb配列の環化反応の条件検討 
 
a)収率はHPLCの UV純度(215-254 nm)により評価した，b) 反応開始 2時間 30分後に反
応を停止した，c) 10 vol% 脱水 DMF／90 vol% 脱水 THF混合溶媒 (500 µL)を用いた，d)
測定波長 254-280 nm，e) 反応開始 2時間後に追加で 1.2 eq.を加え，反応開始 23時間後に
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反応を停止した，f) 反応開始 18時間後に反応を停止した．各々の HPLC分析結果は図
S12-S24に示した． 
 
溶媒を CHCl3にした場合は，9.7%の基質が未反応の状態で残っていた他，多くの不純物
が生成していた．c-Hex:DMF=10:1混合溶媒では副産物の割合は標準条件と比較して小さ
くなったが，環化二量体の割合が大きくなった（6.9%；標準条件では 2.5%）．なお溶媒の
組成比を c-Hex:DMF=100:1にすると，溶媒に基質を加えて加熱するとゲル化した．室温（室
内温度 18℃付近）では各副産物の割合が増えていた．基質濃度を 2倍にした場合（20 mM）
では，副産物と環化二量体の割合が増えていた．基質濃度を 50 mMにした場合は溶媒に加
えて加熱するとゲル化した． 
標準条件にアルカリ金属塩化物，アルカリ土類金属塩化物，遷移金属塩化物を加えた場
合は金属種に応じ生成物に様々な変化が生じた．LiClでは RT=28.65 min （m/z=987
［M+H］）一種類を除いた副産物の生成を抑制していた．この傾向は他のアルカリ金属塩で
あるNaCl，KCl，CsClでも見受けられたが，NaClや CsClでは同ピークの割合が LiCl
添加時よりも 1.5倍程度大きく，KClでは RT=28.28 min （m/z=987［M+H］）のピーク
面積は LiCl添加時と比較して同程度であるが，RT=26.90 min （m/z=889［M+H］）や
RT=29.22 min （m/z=804 ［M+H］；目的環化物のエピ化体）のピークの割合が大きくな
っていた． なおアルカリ金属塩化物では環化に要する時間は標準時間と変わらなかった．
アルカリ土類金属塩であるMgCl2では RT=28.15（m/z=987［M+H］）のピーク割合が LiCl
添加時の 3倍に増加しており，他の副産物も生じていた．CaCl2では目的環化物以外にエピ
化した環化物（RT=31.54 minおよび RT=31.97 min；m/z=804［M+H］）が 66%生じてい
た他，環状二量体の割合も LiCl添加時と比較して増えていた．なおアルカリ土類金属塩を
添加した場合は反応開始 5分の時点で原料が存在していることを TLCで確認し，反応開始
10分の時点で原料が消費されていた．そのことから，アルカリ土類金属塩化物は環化時間
を延ばしていた．ZnCl2は検出波長を長波長側（254 nm-280 nm）にすると，RT=36.71 min 
（m/z=1044.5301［M+H］）の亜鉛原子 2つが配位し C末端に TFAが酸無水物として結合
していると考えられるピークを含むいくつかの副産物が生じていた．金属塩化物がペプチ
ドの環化反応に与える影響は Yeらによって議論されている［41］．彼らの報告では，一価
の金属塩化物（アルカリ金属塩）では環化収率が向上した一方，2価あるいは 3価のアルカ
リ土類金属塩化物や遷移金属塩化物では環化収率が低下した．NiCl2存在下で直鎖ペプチド
の長波長側（275 nm）の UV吸収強度が増大していること，縮合剤を変えた場合も全ての
基質が未反応の状態で残っていることを根拠として，遷移金属イオンはＣ末端のカルボキ
シル基に配位し活性化を阻害していると推定している．この報告の中では環化反応後の生
成物の構成種やアルカリ土類金属塩化物の存在で環化収率が低下していることに関して詳
述されていないが，本検討から得られた各金属塩化物の目的環化物の収率への影響（増減）
の傾向は先の報告と一致している．この他，LiClを添加し室温で反応を行った場合の収率
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は 79%（図 S25）であり，LiClを添加せず室温で反応を行った場合の 58%と比較して 21%
の収率向上が見受けられた． 
縮合剤を COMUに変え LiClを添加した場合，反応開始 2時間後も TLC上で原料が残っ
ており，また最終生成物中に目的環化物以外に直鎖状副産物（主ピーク；m/z=1029.6677
［M+H］）が存在しその割合も HATU/HOAt/LiCl系と比較して大きかった．そこで，先の
報告［38］に基づき tetramethylguanidinium基転移の恐れのないホスホニウム系縮合剤
の BOPを用いて反応を行った結果，HATU/HOAt系で観察された縮合剤由来の副産物は生
じなかったが，反応開始 18時間後も 9.4%の基質が未反応のまま残っていた． 
以上の環化反応条件の探索から，5N-Ddb配列は環化反応の条件によって大きく環化に要
する時間や目的環化物の収率が変化することが分かった．本検討結果からは目的環化物の
大幅な収率向上は達成されなかったものの，アルカリ金属塩化物を添加することにより一
種類を除いた縮合剤由来の副産物の生成を抑制できることが分かった．また反応終結まで
に要する時間はHATU/HOAt系が最も短く，反応溶媒としては THF/DMF混合溶媒が好ま
しい．さらに LiClの添加により室温でも加熱した場合と同等な収率で目的環化物が得られ
ることが分かった．工業規模での加熱反応は反応釜の加温はもとより，釜内部の温度の維
持・制御に多大なコストを要すること，HBTUをはじめとするウロニウム系縮合剤では爆
発性が報告されていることから加熱反応はできる限り回避するのが望ましい．Liは出荷試
験時に原薬中に混在する金属不純物として一日摂取許容量（PDE）が決められ（経口；780，
非経口；390，吸入；25 (µg/日)）その残留値が管理される［42］が，NaOHや KOHは結
晶化による精製のための塩形成の目的で最終工程でも頻用される．本検討結果から，5N-Ddb
配列の環化効率を高めるための量産化に適用可能な環化条件を見つけることができた． 
 
４．５ アルカリ金属塩が 5N-Ddb配列のコンフォメーションに与える影響 
 金属イオンの中で，とりわけ重金属イオンはペプチドの環化を促進する目的で合成上利
用されている．Pdや Ni，Cuのような遷移金属を添加した場合に特徴的な環化二量体が得
られた例や Ag+とチオールの親和性を環状ペプチドの合成法に取り入れた例がある［36］．
一方，LiClをはじめとするアルカリ金属塩は，まずたんぱく質の物理化学的性質を変える
という知見に基づいてそのペプチドへの効果が評価された．その結果，有機溶媒に溶けづ
らい直鎖ペプチドの溶解性を上げること［43］やシクロスポリンＡの NMR測定から分子
内水素結合の形成を阻害しユニークなコンフォメーションを誘導することが明らかとなっ
た［44］．その後ペプチドの環化を促進する一つの手段として合成に用いられ，例えばカル
シトニン合成の環化反応での利用例がある［45］．最近では 2百万分子種のペプチドライブ
ラリーの環化スクリーニングから得られた環化が起こりにくい塩基性アミノ酸含有ペプチ
ドの分子内水素結合を阻害し環化収率を向上させることが報告された［46］． 
一方で，ペプチド環化に対するアルカリ金属イオンの他の効果として，環化反応にアル
カリ金属塩化物を添加した場合の収率向上と CDスペクトル測定での環化前駆体の構造変
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化観察，分子力学（MM）計算からアルカリ金属イオンがペプチド結合に配位しながら環化
しやすいコンフォメーションを誘導することで，環化を促進するという仮説が提案された
［41］．最近ではデプシペプチドの一段階多量体形成・環化反応で，存在するアルカリ金属
イオン種によって特定の環サイズの生成が誘導されることから，アルカリ金属イオンのペ
プチドへのキレート能を支持する報告がなされている［47］． 
４．２節では，5N-Ddb配列の環化反応は溶液の状態であるにも関わらず，ペプチドを溶
媒に溶解させた状態で行う環化反応では通常観察されない種類の副産物が出現するという，
特殊な反応系であるという知見を得た．そして４．３節では，そのような特殊な系におい
て縮合剤由来の副産物の生成を抑制することで目的環化物の収率を向上させるというアル
カリ金属塩の効果を観察した．そこで本系で観察したアルカリ金属塩の効果についても過
去の知見によって説明できるか検証する．溶媒や添加剤等によるペプチドの二次構造の変
化を簡便に評価できることから，既報［41］に則り環化前駆体の構造変化を円偏光二色性
（CD）スペクトル測定により評価することとした．  
 
４．５．１ 5N-Ddb配列にアルカリ金属塩化物を添加した場合の効果 
試料調製： 
 溶媒である THFは HPLC gradeを用いた． アルカリ金属塩NaCl 0.9 mg（1.54×10-2 
mmol），KCl 1.1 mg（1.48×10-2 mmol），CsCl 2.5 mg（1.48×10-2 mmol）に THF (20 mL) 
を加えて粉砕と超音波処理を行った後静置し，その後メスピペットで各 4 mLを秤量した．
これらの溶液にH2N-Phe-Phe-N-(Ddb)-Gly-Thr(tBu)-Phe-Phe-Gly-OH 1 mg （NaCl
区;1.2 mg，KCl区;1.1mg，CsCl区;1.1 mg）を溶解させ H2N-Phe-Phe-N-(Ddb)-Gly- 
Thr(tBu)-Phe-Phe-Gly-OH 0.25 mg/mLアルカリ金属塩化物 THF溶液を調製した．この溶
液で CD用のセル内を 2回共洗いした後，400 µLを計り入れ測定を行った． 
測定条件： 
測定条件を表 4-2に示す．なお終了波長は high tension voltageが 700を超えない値となる
よう設定した． 
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表 4‐2. CDスペクトル測定条件 
  
 
測定結果を図 4-4に示す． 
 
 
図 4‐4. 5N-Ddb配列およびアルカリ金属を添加した同配列のCDス
ペクトル 
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5N-Ddb配列では，207 nm，209 nmおよび 225 nm-230 nmに極小値がみられる．Type
Ⅱのβ-turn構造は 225 nmに大きな負の極小点を，Type Iのβ-turn構造は 208 nm付近
に極小点をとる[41]ことから，5N-Ddb配列は典型的なβ-turn構造をとっていないといえ
る．この CD曲線は，pH 7.39付近のポリ-L-グルタミン酸のスペクトルと似ており，それ
はランダムコイルに分類されるが何らかの規則性の構造をとっていると考えられている
[48]．一方NaCl，KCl，CsClを添加した場合の 5N-Ddb配列のスペクトルでは，207 nm
および 209 nmの極小値が消失している他，スペクトル全体が正にシフトしている．これら
の結果から，5N-Ddb配列においてもアルカリ金属塩の存在でペプチドのコンフォメーショ
ンが変化していることが明らかとなった．5N-Ddb配列の環化反応に対してアルカリ金属塩
が配列以外に作用しているという可能性は否定できないものの，既報と各種金属塩の環化
率への影響の仕方が一致したことと，5N-Ddb配列に対してもアルカリ金属塩がペプチドの
コンフォメーション変化を誘導していることから，本反応系においてもアルカリ金属塩は
ペプチドのコンフォメーションに作用して環化を促している可能性が高いと考えられる． 
 
 
 
 
45 
 
  
《第５章 総合考察》 
 
 本研究では，疎水性タグを用いた液相ペプチド合成法をペプチド創薬開発の実用的な一
手法に加えることを目指し，抗マラリア活性を有する環状ペプチドmahafacyclin Bの開発
を行った．２章では疎水性タグを用いた液相合成手法によるmahafacyclin B合成法を開発
し，mahafacyclin Bの全合成に成功した．またスケールアップ検討から細胞株を用いた細
胞試験を実施するのに十分量の純度の高い化合物を得ることができたため，３章では
mahafacyclin Bの生理的影響を解明する目的で哺乳類細胞を用いた細胞試験を行った．細
胞増殖や生存，細胞形態，遺伝子発現パターンに与える影響評価から，mahafacyclin Bの
安全性や抗マラリア活性以外の潜在的な機能についての端緒が得られた．この活動から今
後の開発の意義を見出せたため，４章では合成プロセスの堅牢性を高めるとともに環化効
率を向上させることを目的として疎水性タグを配列の中央付近に配置した配列を合成し，
その環化効率を評価した．配列の合成過程においては回収率の著しい低下が生じ，環化前
駆体合成計画の再設計が必要であることが浮き彫りになった．一方その配列の環化反応か
らはアルカリ金属塩化物を添加することで環化率の向上と反応時間の短縮，反応温度域の
拡張が可能となった．今後は効率的な配列の合成法の開発や環化反応の副産物を同定しそ
の発生を抑えるような反応条件の探索，スケールを上げた時の変化を観察することでプロ
セスの堅牢性がさらに上がることが期待される． 
疎水性タグを用いた液相ペプチド合成法で量的合成を行う上で懸念される問題のひとつ
に，反応毎の濾過操作がある．本法はペプチドを構成するアミノ酸種や晶析操作で形成さ
れる固体の性質（結晶やアモルファス（非晶質））の影響を大きく受け，扱う基質の量を増
やすと濾材が閉塞して濾過に要する時間が極端に長くなったり，逆に無視できないレベル
で濾液中に流出することが頻繁に発生する．実際に，４．２節で疎水性タグ‐ペプチドフ
ラグメントを合成する過程では，2残基目を超えたあたりから減圧濃縮時にたびたび突沸が
生じ，晶析固体もスラリー状に近く，濾過と懸濁洗浄の繰り返しで吸引濾過の過程に 3~5
時間かかっていた．スラリー状物質の濾過は濾材構造の異なるフィルター種や広い濾材内
部流路をもつフィルターの選択，粗大粒子の前除去によって改善が可能である［49］が，
医薬原体は高品質が要求されることから基本的に安定で結晶性がよく，適度の粒度，粒子
径に統一される化合物や晶析条件を探索する．1N-Ddb 配列およびフラグメント連結後の
5N-Ddb配列ではいずれも減圧濃縮時や濾過時に上記のような現象に遭遇しなかった．今後
さらにスケールを上げる際に粒度の調節が必要になるかもしれないが，mahafacyclin B配
列を構成するアミノ酸やペプトイド構造の疎水性タグの存在がその合成中間体の安定性や
晶析性を高めるのに適していたと考えられる．そして合成操作が自動化されていない現時
点においては，7残基程度の配列長が疎水性タグ法での合成に適当であると思われる．そし
て現時点で開発の候補から外れており，かつ大量に得ることが難しい生理活性環状ペプチ
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ドであるmahafacyclin Bに対して量的生産法を示すことは，他分野の研究者に対して多面
的な分析をする動機を与えると同時に， 何らかの機能がヒットした場合，合成の第一選択
肢となることが予測される．それにより疎水性タグを用いた液相ペプチド合成法に対して
も物性研究を含む多面的な評価が行われ，総体的にこの合成法に対する有用な知識が蓄積
されていくと考えられる． 
本研究から，疎水性タグを用いた液相ペプチド合成法で薬剤開発を優位に進める上での
強力な手法へと変革させることに端緒が得られた． 
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《使用機器》 
 
本研究においては以下の機器を使用した． 
 
核磁気共鳴装置 
日本電子 AL-400 (1H : 400 MHz，13C : 100.40 MHz) 
内部標準 1H NMR : TMS (δ =0.00) 
13C NMR : CDCl3 (δ =77.03) 
 
質量分析計(MS) 
日本電子 JMS-T100LC AccuTOF ESI法 
 
分析用 LC 
Agillent 1200シリーズ 
野村化学 Develosil ODS-UG-5カラム使用 
 
分取用HPLC 
GLサイエンス社製 
検出器 UV702 
ポンプ PU716B 
カラム GL Science Inertsill ODS-3 20×250 mm 使用 
 
円二色性（CD）分散計 
日本分光 J-720WI 
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《試薬》 
 
 
NaBH(OAc)3 
HBTU 
 
HOBt  
HATU 
 
HOAt  
COMU 
 
DIPEA 
Fmoc  
DIPCI 
DMAP 
THF 
DCM  
DMF  
CHCl3 
AcOH 
TIS 
TFA 
TFE 
DIPE  
Sodium triacetoxyborohydride  
2-(1H-Benzotriazole-1-yl)1,1,3,3-tetramethyluronium 
hexafluorophosphate  
1-hydroxybenzotriazole 
2-(1H-7-Azabenzotriazol-1-yl)--1,1,3,3-tetramethyl uronium 
hexafluorophosphate   
1-hydroxybenzotriazole  
(1-cyano-2-ethoxy-2-oxoethylidenaminooxy)dimethylamino
morpholinocarbenium hexafluorophosphate 
diisopropyletheylamine  
9-fluorenylmethoxycarbonyl group 
N,N’-diisopropylcarbodiimide  
4-dimethylaminopyridine 
tetrahydrofuran  
Dichloromethane 
N,N-dimethylformamide  
Cloroform                  
Acetic acid 
Triisopropylsilane 
Trifluoro acetic acid 
Trifluoro ethanol 
Diisopropyl ether 
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《補助資料》 
 
1N-Ddb配列によるmahafacyclin B全合成（２．２） 
 
図 S1. 分取用 HPLCで精製した後のmahafacyclin Bの HPLCクロマトグラム（UV吸収
波長； 215 - 254 nm)（上段）および RT =20.26のMSピーク（下段） 
 
MS spectrum (Time; 20.20 – 20.49 min)  
 
 
RT = 20.26 (min) 
m/z = 826.3392 (M+Na+) 
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1N-Ddb配列によるmahafacyclin B合成スケールアップ検討（２．３） 
  
 
ピーク番号 経過時間 [min] 面積 [Intens. * sec] peak area (%) 
1 30.64 1139.45 0.820952 
2 33.12 134333.9 96.78502 
3 33.48 2080.98 1.499307 
4 34.97 446.23 0.3215 
5 35.31 241.57 0.174047 
6 36.14 554.04 0.399175 
 累計 138796.2  
ピーク検出；ピーク半値幅 18 [s] 
 
図 S3．分取用HPLCで精製した後のmahafacyclin Bの HPLCクロマトグラム（UV吸収
波長； 215 - 254 nm) 
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細胞の形態的変化（３．２．２項） 
 
 
図 S4.誘導試験後の培養環境下にある細胞の位相差顕微鏡による観察（対照区） 
図中の黄緑色のバーの長さは 100 µmであることを示す． 
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図 S5. 誘導試験後の培養環境下にある細胞の位相差顕微鏡による観察（mahafacyclin B添
加濃度 0.22 µM） 
図中の黄緑色のバーの長さは 100 µmであることを示す． 
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図 S6. 誘導試験後の培養環境下にある細胞の位相差顕微鏡による観察（mahafacyclin B添
加濃度 2.2 µM） 
図中の黄緑色のバーの長さは 100 µmであることを示す． 
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図 S7. 誘導試験後の培養環境下にある細胞の位相差顕微鏡による観察（mahafacyclin B添
加濃度 22 µM） 
図中の黄緑色のバーの長さは 100 µmであることを示す． 
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5N-Ddb配列合成（４．２節） 
 
 
図 S8. N-Fmoc-N-(Ddb)-Gly-OH と H2N-Thr(tBu)-Phe-Phe-Gly-ODdbの縮合生成物を全
脱保護して得た生成物のHPLCクロマトグラム（UV吸収波長； 215 - 254 nm) 
 
 
図 S9. N-Fmoc-Phe-Phe-N-(Ddb)-Gly-Thr(tBu)-Phe-Phe-Gly-ODdbを全脱保護して得た
生成物のHPLCクロマトグラム（UV吸収波長； 215 - 254 nm) 
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図 S10. ４．２．９項から得られた最終生成物とmahafacyclin B（1 mg/mL）混合液の HPLC
クロマトグラム（UV吸収波長； 215 - 254 nm) 
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図 S11. 1N-Ddb配列の環化反応の反応開始 3分の時点で無水酢酸を加えた生成物に全脱保
護処理を施して得られた生成物のHPLCクロマトグラム（UV吸収波長； 215 - 254 nm）  
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5N-Ddb配列における環化反応条件検討（４．３項） 
 
 
ピーク番号 経過時間 [min] 面積 [Intens. * sec] peak area (%) 
1 10.25 231.66 0.863864 
2 12.34 722.42 2.693917 
3 20.32 451.41 1.683316 
4 20.69 454.11 1.693384 
5 24.23 10038.54 37.4339 
6 26.87 2625.14 9.789195 
7 29.19 480.68 1.792464 
8 30.69 433.44 1.616306 
9 31.25 618.79 2.307479 
10 32.37 9340.04 34.82918 
11 34.14 317.37 1.183479 
12 38.43 446.52 1.665081 
13 39.36 656.59 2.448436 
 累計 26816.71  
 
ピーク検出；ピーク半値幅 25 [s] 
 
図 S12. CHCl3溶媒を用いた場合の最終生成物の HPLCクロマトグラム（UV吸収波長； 
215 - 254 nm) 
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ピーク番号 経過時間 [min] 面積 [Intens. * sec] peak area (%) 
1 24.31 776.02 1.252117 
2 26.67 476.56 0.768935 
3 27.07 3871.87 6.247306 
4 28.54 738.29 1.191239 
5 29.5 816.14 1.316851 
6 30.43 360.09 0.581009 
7 30.99 1131.43 1.825575 
8 32.13 47818.91 77.15636 
9 35.06 248.28 0.400603 
10 36.71 224.37 0.362024 
11 38.08 4283.24 6.911057 
12 38.97 1231.43 1.986926 
 累計 61976.63  
 
ピーク検出；ピーク半値幅 25 [s] 
 
図 S13. c-Hex:DMF=10:1溶媒を用いた場合の最終生成物のHPLCクロマトグラム（UV吸
収波長； 215 - 254 nm) 
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ピーク番号 経過時間 [min] 面積 [Intens. * sec] peak area (%) 
1 24.39 1145.23 2.778613 
2 25.94 2935.45 7.122134 
3 27.02 1607.82 3.900972 
4 28.3 5621.15 13.63831 
5 29.44 2313.08 5.612109 
6 31.36 929.91 2.256193 
7 32.19 24851.46 60.29584 
8 37.98 597.35 1.44932 
9 38.98 1214.43 2.94651 
 累計 41215.88  
 
ピーク検出；ピーク半値幅 25 [s] 
 
図 S14. 反応温度を室温にした場合の最終生成物の HPLCクロマトグラム（UV吸収波長； 
215 - 254 nm) 
 
  
67 
 
 
ピーク番号 経過時間 [min] 面積 [Intens. * sec] peak area (%) 
1 25.99 1730.95 4.751555 
2 27.05 628.2 1.724444 
3 28.45 3873.33 10.63251 
4 29.39 1142.26 3.135568 
5 30.53 355.75 0.976554 
6 31.13 1402.56 3.850106 
7 32.25 24908.67 68.37569 
8 38.19 413.45 1.134943 
9 39.12 1324.71 3.636403 
10 51.75 649.25 1.782228 
 累計 36429.13  
 
ピーク検出；ピーク半値幅 25 [s] 
 
図 S15. 基質濃度を 20 mMにした場合の最終生成物の HPLCクロマトグラム（UV吸収波
長； 215 - 254 nm) 
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ピーク番号 経過時間 [min] 面積 [Intens. * sec] peak area (%) 
1 22.1 1920.45 1.149109 
2 25.26 2154.92 1.289405 
3 26.61 958.14 0.573307 
4 28.65 16883.35 10.10222 
5 32.2 141003.8 84.37021 
6 38.14 4204.45 2.51575 
 累計 167125.1  
 
ピーク検出；ピーク半値幅 25 [s] 
 
図 S16. LiClを添加した場合の最終生成物の HPLCクロマトグラム（UV吸収波長； 215 - 
254 nm) 
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ピーク番号 経過時間 [min] 面積 [Intens. * sec] peak area(%) 
1 24.97 1457.94 1.727522 
2 28.27 12835.3 15.20863 
3 29.23 789.36 0.935318 
4 31.04 376.07 0.445608 
5 32.32 66360.04 78.63042 
6 38.19 1692.13 2.005015 
7 38.91 884.03 1.047493 
 累計 84394.87  
 
ピーク検出；ピーク半値幅 25 [s] 
 
図 S17. NaClを添加した場合の最終生成物の HPLCクロマトグラム（UV吸収波長； 215 
- 254 nm) 
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ピーク番号 経過時間 [min] 面積 [Intens. * sec] peak area (%) 
1 24.96 4419.68 2.591935 
2 26.9 5910.29 3.466108 
3 28.28 14614.32 8.570613 
4 29.22 5402.95 3.168577 
5 32.29 135192.2 79.2839 
6 38.18 4977.15 2.918865 
 累計 170516.6  
 
ピーク検出；ピーク半値幅 25 [s] 
 
図 S18. KClを添加した場合の最終生成物の HPLCクロマトグラム（UV吸収波長； 215 - 
254 nm) 
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ピーク番号 経過時間 [min] 面積 [Intens. * sec] peak area (%) 
1 24.49 358.84 0.27531 
2 24.92 2403.37 1.843916 
3 25.87 481.63 0.369517 
4 26.29 519.92 0.398894 
5 26.88 1409.22 1.081183 
6 28.24 14633.36 11.22702 
7 29.19 2829.05 2.170507 
8 30.37 464.4 0.356297 
9 31.07 1570.93 1.20525 
10 32.32 100879.1 77.39659 
11 37.88 728.54 0.558951 
12 38.22 3622.16 2.778997 
13 38.94 439.99 0.33757 
  130340.5  
 
ピーク検出；ピーク半値幅 5 [s] 
 
図 S19.CsClを添加した場合の最終生成物の HPLCクロマトグラム（UV吸収波長； 215 - 
254 nm) 
 
  
72 
 
 
ピーク番号 経過時間 [min] 面積 [Intens. * sec] peak area (%) 
1 21.85 1782.81 0.649382 
2 24.89 7575.77 2.759446 
3 25.85 3004.3 1.094305 
4 26.29 2564.64 0.934161 
5 26.85 4963.48 1.807929 
6 28.15 80381.39 29.27862 
7 29.18 7053.07 2.569055 
8 32.28 162568.4 59.21494 
9 38.19 4645.64 1.692157 
 累計 274539.5  
 
ピーク検出；ピーク半値幅 25 [s] 
 
図 S20. MgCl2を添加した場合の最終生成物の HPLCクロマトグラム（UV吸収波長； 215 
- 254 nm) 
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ピーク番号 経過時間 [min] 面積 [Intens. * sec] peak area (%) 
1 27.62 1.09 1.035433 
2 28.66 3.02 2.868814 
3 29.19 1.69 1.605396 
4 31.54 46.49 44.16263 
5 31.97 23.21 22.04807 
6 32.37 17.94 17.04189 
9 38.29 8.37 7.950983 
10 39.19 3.46 3.286786 
 累計 105.27  
 
ピーク検出；ピーク半値幅 20 [s] 
 
図 S21. CaCl2を添加した場合の最終生成物の HPLCクロマトグラム（UV吸収波長； 215 
- 254 nm) 
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ピーク番号 経過時間 [min] 面積 [Intens. * sec] peak area (%) 
1 29.78 6.53 1.505163 
2 32.3 203.55 46.91822 
3 33.78 16.17 3.727181 
4 35.04 11.23 2.588512 
5 36.71 141.3 32.56961 
6 37.4 16.92 3.900055 
7 38.96 8.77 2.021483 
8 40.16 29.37 6.769777 
 累計 433.84  
 
ピーク検出；ピーク半値幅 20 [s] 
 
図 S22. ZnCl2を添加した場合の最終生成物の HPLCクロマトグラム（UV吸収波長；254 - 
280 nm) 
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ピーク番号 経過時間 [min] 面積 [Intens. * sec] peak area (%) 
1 19.02 2505.3 1.966114 
2 24.38 1418.2 1.112978 
3 25.82 2419.83 1.899039 
4 26.67 1075.23 0.843821 
5 27.08 381.64 0.299504 
6 27.78 19999.92 15.69557 
7 28.6 1813.28 1.423029 
8 29 4451.7 3.493613 
9 30.08 4571.54 3.587662 
10 31.04 659.61 0.51765 
11 31.52 2016.2 1.582277 
12 32.15 79906.08 62.70884 
13 33.33 690.7 0.542049 
14 37.88 4821.06 3.78348 
15 38.42 693.66 0.544372 
 累計 127424  
 
ピーク検出；ピーク半値幅 25 [s] 
 
図 S23. 縮合剤として COMU，LiClを添加した場合の最終生成物のHPLCクロマトグラム
（UV吸収波長； 215 - 254 nm) 
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ピーク番号 経過時間 [min] 面積 [Intens. * sec] peak area (%) 
1 23.2 1327.46 2.694305 
2 24.74 4639.99 9.417645 
3 30.18 1518 3.081038 
4 32.38 37432.47 75.97554 
5 45.92 4351.19 8.831477 
 累計 49269.11  
 
ピーク検出；ピーク半値幅 20 [s] 
 
図 S24. 縮合剤として BOPを添加した場合の最終生成物のHPLCクロマトグラム（UV吸
収波長； 215 - 254 nm) 
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ピーク番号 経過時間 [min] 面積 [Intens. * sec] peak area (%) 
1 24.31 2789.82 2.181071 
2 28.43 18366.04 14.3585 
3 29.43 2399.52 1.875936 
4 31.15 1574.43 1.230884 
5 32.25 100635.6 78.67653 
6 38.22 2145.16 1.677078 
 累計 127910.6  
 
ピーク検出；ピーク半値幅 20 [s] 
 
図 S25. LiClを添加して室温で反応を行った場合の最終生成物の HPLCクロマトグラム
（UV吸収波長； 215 - 254 nm) 
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H-N-(Ddb)-Gly-OMe 1H NMR [600 MHz, CDCl3] 
79 
 
H-N-(Ddb)-Gly-OMe 13C NMR [600 MHz, CDCl3] 
  
80 
 
mahafacyclin B 1H NMR [600 MHz, (CD3)2SO] 
81 
 
mahafacyclin B 13C NMR [600 MHz, (CD3)2SO] 
 
 
 
 
82 
 
mahafacyclin B 1H NMR [600 MHz, (CD3)2SO] 
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